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 ̶ 1 ̶ 
略語  
BMP: bone morphogenetic protein 
FGF: fibroblast growth factor 
TGF-β: transforming growth factor β 
FOP: fibrodysplasia ossificans progressive 
ACVR1: activin receptor 1 
ALK2: activin like kinase 2 
LRP5: low density lipoprotein receptor-related protein 5 
LRP6: low density lipoprotein receptor-related protein 6 
Ror1: receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 
Ror2: receptor tyrosine kinase-like orphan receptor  
Ryk: receptor-like tyrosine kinase 
GSK3β: glycogen synthase kinase 3β 
TCF: T-cell factor 
OPPG: osteoporosis-pseudoglioma syndrome 
RANK: receptor activator of NF-κB 
RANKL: receptor activator of NF-κB Ligand 
QOL: quality of life 
PTH: parathyroid hormone 
OPG: osteoprotegerin 
Dkk1: dickkopf 1 
M-CSF: macrophage colony stimulating factor 
NFATc1: nuclear factor of activated T-cells 
sFRP1: soluble Frz- relatedprotein1 
Frz: frizzled 
RARγ: retinoic acid receptor γ 
FKBP12: FK506 binding protein12 
3’-UTR: 3’-untranslated reagion 
Hh: hedgehog 
Ptc: patched 
Smo: smoothened 
CRMP-2: collapsin response mediating protein-2 
 ̶ 2 ̶ 
論文内容の要旨 
 
論文題目  骨形成因子による骨芽細胞分化調節に関する研究 
 
福 田 亨 
 
 
 骨は運動・支持器官としての強度と血中カルシウム濃度の恒常性を保つため、一生
涯にわたり形成と破壊を繰り返している。骨の形成は骨芽細胞、破壊（骨吸収）は破
骨細胞が担っており、形成と破壊の巧妙なバランス制御によって骨組織の恒常性が維
持されている。このバランスの破綻により、骨・関節に障害を来す数多くの疾患が引
き起こされる。中でも近年の高齢化社会の急速な進展にともなって、我が国における
骨粗鬆患者は急増しており、特に 75歳以上の女性のうち 2人に 1人は骨粗鬆症である
といわれている。また、骨粗鬆症の進行による骨折は寝たきりの原因となり、QOL（生
活の質）を低下させ、死亡率を高めることがわかっている。これらのことから、骨代
謝のメカニズムを様々な視点から研究し、そのメカニズムを解明することが骨関連疾
患に対する有効な治療薬や治療法の開発には不可欠となっている。しかし、従来から
の治療薬は骨吸収を標的とした薬剤がほとんどであり、骨形成を促す薬剤は極めて少
ない。これまでに、骨形成を担う骨芽細胞の増殖や分化に関わる因子の同定や解析は
進みつつあるが、その作用機序や分子メカニズムに関しては不明な点が数多く残され
ている。そこで、本研究では強力な骨分化誘導能を持つ、骨形成因子（ bone 
morphogenetic protein: BMP）に着目し、1）BMPシグナル異常を起因とした異所性骨化
発症メカニズムの解析 2）進行性骨化性線維異形性症患者で新たに同定された ALK2 
(G356D)変異体の機能解析 3）BMP と Wnt による相乗的な骨芽細胞分化誘導作用の
解析、以上 3つの課題に着目し、分子生物学的手法を用いて解析を行った。 
 
1) BMPシグナル異常を起因とした異所性骨化発症メカニズムの解析 
 骨芽細胞は骨を形成する細胞であり、軟骨細胞や筋芽細胞、脂肪細胞などと共通の
前駆細胞である未分化間葉系幹細胞から分化する。骨芽細胞に直接的に作用し、分化
や増殖を制御している因子としては BMP や線維芽細胞増殖因子（fibroblast growth 
factor: FGF）などのサイトカインのほか、副甲状腺ホルモン（parathyroid hormone: PTH）
などが知られている。TGF-β（transforming growth factor β）ファミリーに属する BMP
は骨基質中に含まれる因子で、未分化の間葉系細胞から骨芽細胞や軟骨細胞への分化
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を促進するだけでなく、筋芽細胞や脂肪細胞から骨芽細胞への分化を強力に誘導する。
BMPや BMPシグナル関連因子の遺伝子改変動物の解析から、BMPは個体発生や骨形
成に重要なことが明らかとなっている。BMP シグナルは、細胞膜上で BMP を特異的
に結合する I 型、II 型２種類の膜貫通型のセリン・スレオニンキナーゼ型受容体を介
して細胞内に伝達される。BMP が結合した II 型受容体のキナーゼが I 型受容体中の
GS ドメインをリン酸化する。リン酸化により活性化された I 型受容体が、さらに細
胞質内に存在するシグナル伝達因子である Smad1、Smad5および Smad8をリン化する。
リン酸化された Smad は核内へと移行し、標的遺伝子の発現誘導や発現抑制が起こる
ことで、作用が発揮される。また、この BMPシグナルは抑制型 Smadと呼ばれる、Smad6
および Smad7によって抑制されることが知られている。全身の骨格筋で異所性の骨形
成が進行する進行性骨化性線維異形性症（fibrodysplasia ossificans progressiva: FOP）は、
その症状から BMPとの関連が指摘されていた。2006年、海外の FOP症例から BMP I
型受容体の一つである ALK2（activin receptor-like kinase 2）における 206番目のアルギ
ニンのヒスチジン変異（ALK2（R206H））が見出された。しかし、FOP 患者で見られ
る R206H変異による ALK2の機能的変化と BMPシグナルの異常に関しては明らかに
されていない。そこで、国内 FOP患者における ALK2変異の同定、および ALK2(R206H)
を起因とする BMP シグナル異常と異所性骨化発症メカニズムの解析を試みた。本邦
10 例以上の弧発性 FOP 患者とその血縁者の遺伝子解析の結果、患者全例に R206H 変
異を引き起こすヘテロの c.617G→A変異が認められた。ALK2(R206H)を筋芽細胞由来
C2C12細胞に過剰発現させると、BMPとの結合非依存的な Smad1/5のリン酸化と核へ
の集積が観察された。また、BMP応答配列を含む IdWT4F-lucレポーターを用いて Smad
の転写活性を検討したところ、ALK2(R206H)過剰発現細胞では、BMP非存在下で Smad
の転写活性が上昇した。さらに、ALK2(R206H)を発現させた C2C12細胞では、筋分化
が抑制されると共に骨芽細胞の分化マーカーであるアルカリホスファターゼ（ALP）
活性が誘導され、この ALP誘導作用は BMP4添加により相加的、BMP7添加により相
乗的に増強された。変異型 ALK2(R206H)によって誘導される ALP 活性は、Smad7 で
抑制されたが、Smad6 ではほとんど抑制されなかった。FOP で見られる異所性の骨化
は筋損傷により強く誘導されることがわかっている。そこで、ハブ毒を用いた in vivo
筋再生モデルにより筋損傷部を調べたところ、Smad1および Smad5の発現が上昇して
いることを見出した。また、ALK2(R206H)の活性は BMP I型受容体特異的阻害剤であ
る dorsomorphinで抑制された。これらの結果から、(1) 本邦の FOP患者も R206H変異
を有しており、(2) ALK2(R206H)が構成的活性型受容体として BMPの結合非依存的に
細胞内シグナルを活性化すること、(3) さらに、FOP の異所性骨化は筋損傷に伴う
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Smad1/5レベルの上昇と出血による患部での一時的なBMPリガンド濃度の高まりによ
り ALK2(R206H)が相乗的に活性化されて異所性骨化が誘導されると推測された。 
 
2) 進行性骨化性線維異形性症患者で同定された新たな ALK2 (G356D)変異体の機能
解析 
 FOP 患者で見出された ALK(R206H)変異は、出生時の外反母趾様の変形と筋組織に
おける異所性骨化を特徴とする国内外の家族性および孤発性症例の全例で確認された。
しかし、FOP の典型的な症状とは異なり、左右対称性に手母指が変形して足趾が欠損
している一方、異所性骨化の進行が穏やかで、骨化の進行に伴う呼吸器系の異常も緩
やかな非典型的 FOP症例が見出された。また、これらの症状以外にも禿頭や聴覚異常
など、R206H変異では見られない症状も認められている。本症例における ALK2の変
異を調べたところ、356 番目のグリシンのアスパラギン酸への置換が見出された
（G356D）。この G356D 変異はセリン・スレオニンキナーゼのほぼ中央に位置してい
ることから、ALK2 のキナーゼ活性に何らかの影響を及ぼしている可能性が考えられ
た。変異の違いによる FOPの症状の変化を説明する上でも、G356Dによる ALK2の機
能的変化を明らかにすることは非常に重要であると考えた。そこで、G356D変異によ
る BMP シグナル変化の解析を行うと共に、R206H との活性の差について検討を行っ
た。まず、IdWT4F-luc を用いて Smad 依存的な転写活性化を検討した。その結果、
ALK2(G356D) を過剰発現した細胞では、ALK2(R206H)よりは弱いものの、Smad依存
的な BMP シグナルの上昇が観察された。次に Smad のリン酸化を調べたところ、
ALK2(G356D)の過剰発現により、Smad1/5/のリン酸化上昇が認められた。一方、
ALK2(G356D)は、同じファミリーの TGFbシグナルや、BMPの他のシグナル経路であ
る p38 経路に対しては影響を示さなかった。骨芽細胞分化、および筋分化に対する作
用を調べたところ、ALK2(R206H)より効果は弱いものの、ALK2(G356D)も筋分化を抑
制し、骨芽細胞分化を促進することが明らかとなった。また、ALK2(G356D)の機能は
BMP存在下では相乗的に活性化されることが観察された。さらに、ALK2(G356D)に対
する dorsomorphinの効果を検討したところ、ALK2(G356D)過剰発現で認められた Smad
の転写活性や骨芽細胞分化誘導活性が濃度依存的に抑制された。以上の結果より、
ALK2(G356D)も ALK2(R206H)と同様に、構成的活性型変異であることを明らかにした。
また、ALK2(G356D)の BMPシグナル誘導活性は ALK2(R206H)と比較して、非常に弱
いことを見出したが、この活性の差が FOPにおける症状の違いに影響していることが
示唆された。 
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3) BMPとWntによる相乗的な骨芽細胞分化誘導作用の解析 
Wnt は分子量約４万の分泌性糖タンパク質で、線虫からマウスやヒトに至るまで種を
超えて保存されたシグナル伝達分子であり、初期発生や形態形成、出生後の細胞の増
殖・分化・運動などを制御する。Wnt 遺伝子はファミリーを形成しており、ヒトとマ
ウスのゲノム上に 19種類存在する。Wnt受容体には７回膜貫通型の Frizzled（Frz）（Frz1
~10の 10種類）に加えて、１回膜貫通型の low density lipoprotein receptor-related protein 
5（LRP5）、LRP6、receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1（Ror1）、Ror2、receptor-like 
tyrosine kinase（Ryk）が存在する。Wntシグナル伝達経路には、b-カテニンを介して遺
伝子発現を制御する古典経路（Wnt/β-catenin 経路）と、β-カテニン経路とは独立して
主に細胞骨格系を制御する非古典経路（Wnt/PCP 経路、Wnt/Ca2+経路）が存在する。
Wnt3aなどのリガンドメンバーは、Frzと共役受容体である LRP5/6に結合し、古典経
路を活性化する。通常、細胞質内のβ-cateninの量は、GSK3β（glycogen synthase kinase 
3β）によるリン酸化により誘導されるユビキチン-プロテアソーム依存性のタンパク質
分解によって低いレベルに抑えられている。Wntが Frz/LRP 複合体に結合すると、GSK
活性が抑制されβ-catenin 分解が抑制される。その結果、安定化しβ-catenin は核内へと
移行し、転写因子 T-cell factor（TCF）と会合して標的遺伝子の転写を制御する。2001
年に LRP5が骨粗鬆症-偽神経膠腫症候群（osteoporosis-pseudoglioma syndrome: OPPG）
の原因遺伝子として同定され、Wnt シグナルが骨代謝に重要なことが示唆された。ま
た、その後の研究により、骨量の増加が認められる LRP5 の機能獲得型変異も見出さ
れており、現在ではWntシグナルは全身の骨量を規定する重要な因子であると認識さ
れている。BMPシグナルとWntシグナルは、さまざまな場面で相互作用することが示
唆されているが、詳細については未だ不明な点が多い。そこで、骨代謝における BMP
と Wnt の相互作用の解明を試みた。筋芽細胞由来 C2C12 細胞を BMP4 または BMP6
と Wnt の古典経路を活性化する Wnt3a で処理すると、骨芽細胞分化マーカーである
ALP活性が相乗的に上昇した。しかし、Wnt3aは構成的活性型 BMP受容体が誘導する
ALP活性には効果を示さず、古典経路を活性化しないWnt5aは BMP4の活性を促進し
なかった。この BMP と Wnt の相乗効果は、BMP アンタゴニストである Noggin や、
Wnt阻害因子である Dkk1や Sclerostinにより抑制された。しかし、Wnt3aは BMP-4が
誘導する Smad1/5/8のリン酸化レベルに影響を与えず、BMPレポーターの転写活性に
も影響しなかった。逆に、Wnt レポーターを用いて Wnt シグナルに対する BMP の効
果を検討したところ、BMP-4もWntシグナルに影響を与えなかった。C2C12細胞に構
成的活性型β-cateninを過剰発現させても BMP4との相乗効果は観察されなかったが、
β-cateninの分解を促す GSK3βの阻害剤は BMP4との相乗効果を示した。以上の結果よ
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り、BMP と Wntは相乗的に骨芽細胞分化を誘導することが明らかとなった。しかし、
BMP と Wnt は互いの細胞内シグナルを直接活性化しないこと、古典的 Wnt シグナル
の GSK3β活性が相乗作用に重要なことが判明した。従って、古典的 Wnt は、GSK3β
に依存的でありながら、その下流のβ-cateninには非依存的な新しいメカニズムにより、
BMPと相乗的に骨芽細胞分化を促進する可能性が示唆された。 
 
まとめ 
 骨は極めて動的な器官であり、絶えず形成と破壊を繰り返すことで恒常性を維持し
ている。従って、この骨代謝のバランス維持が生涯に渡る骨組織の正常な恒常性を保
つ最も重要な要素である。本研究では骨形成を担う骨芽細胞の分化調節に焦点を当て、
強力な骨芽細胞誘導因子である BMP の作用を解析した。本実験によって、1）異所性
骨化を生じる FOPは、BMPシグナルの過剰な活性化により生じること、2）異なる変
異による FOP 症例の解析から、BMP シグナルの活性化の程度が、骨形成だけでなく
発生段階での手足指の形成に非常に重要なことを明らかにした。さらに、3）Wnt と
BMPの相互作用の分子メカニズムは、従来考えられてきたそれぞれの細胞内シグナル
伝達経路の単純なクロストークではなく、GSK3βを介した新たなメカニズムであると
考えられた。 
 本研究により、BMPによる骨芽細胞分化調節機構の一端を解明した。さらに骨形成
制御機構の分子メカニズムを解析することで、骨粗鬆症をはじめとする骨関連疾患の
発症メカニズムや治療法、治療薬の開発に役立つものと期待される。 
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序論  
 
 骨は脊椎動物の生体維持と運動機能を担う骨格系の中心であると共に、カルシウム
濃度調節や造血の場となる多彩な組織である。骨の代謝は食事を由来とするカルシウ
ムやリンの摂取量、メカニカルストレス、精神的ストレスなどの外的要因のほか、内
的要因として加齢や腫瘍、自己免疫疾患などの病態などからも大きな影響を受ける。
近年の高齢化社会の進展に伴い、高齢者の生活の質（quality of life: QOL）の向上と維
持の面からも骨疾患に代表される運動機器疾患の制御と克服が社会的にも求められて
いる。骨粗鬆症や関節リウマチ、変形性関節症や遺伝性骨系統疾患等、骨・関節に障
害を来す疾患は患者数が非常に多いにも関わらず、そのメカニズムの解明や創薬研究
についてはあまり進んでないのが現状である。WHO（世界保健機関）も 2000 年から
2010 年を国際的な「骨と関節の 10 年」と定め、骨関節疾患の対策や研究の推進を行
った。 
 
1. 骨の構造と役割  
 ヒトの成人には 206 本の骨があり、その形態により長管骨と扁平骨に大別される。
これらの骨は形状だけでなく、骨が形成される機構が大きく異なっていることが特徴
の一つとしてあげられる。長管骨の伸長には骨端軟骨（成長板）において軟骨が石灰
化した後に骨に置換される内軟骨性骨化が必要であるが、扁平骨や鎖骨などは骨芽細
胞から直接骨が作られる膜性骨化により形成される。長管骨を大きく分けると骨幹部
の皮質骨と内部の海綿骨、骨端部の関節軟骨に分けられる。骨幹と骨端の間には骨端
軟骨（成長板）が存在し、内軟骨性骨化による長軸方向への成長を担っている。軟骨
細胞は静止期から増殖期、肥大期を経て石灰化軟骨となる。血管の進入と石灰化軟骨
の吸収を受け、軟骨は骨へと置換される。成長板直下の海綿骨を一次海綿骨、その下
を二次海綿骨と呼ぶ。また、骨の周囲は線維性の皮膜で囲まれており、外側を骨膜、
内側を骨内膜と呼ぶ 1,2。 
  ヒトにおける骨の役割は重力に抵抗する身体の支持器官、運動器官としての機能ほ
ほか、造血、血球系細胞の分化増殖の場を提供する。さらにカルシウムなどの体液成
分の恒常性を維持する貯蔵庫としても機能している（Fig. 1）。 
 
① 支持 
骨は身体を支える中心であり、全ての軟組織は骨格系を骨組みとして支持されて
いる。 
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② 運動器 
隣接する筋組織と協調し、身体に動きを生じさせる。 
③ 保護 
骨格の中に存在する器官を保護する。頭蓋骨は脳を保護し、肋骨は肺や心臓を保
護している。 
④ 造血 
骨の内部構造である骨髄は唯一の造血器官である。骨髄は赤色骨髄と黄色骨髄に
区別され、造血は赤色骨髄で行われる、 
⑤ 貯蔵庫 
骨はカルシウムやリンの貯蔵庫として働き、骨基質内に含まれるサイトカインや
成長因子などの貯蔵庫としても機能する。 
 
2. 骨の成分  
 骨組織は骨構成細胞と細胞外基質から構成されている。細胞外基質は基質タンパク
質にリン酸カルシウム塩であるハイドロキシアパタイトが沈着して石灰化することで
非常に硬い組織となっている。骨の石灰化不全を示す疾患として、くる病・骨軟化症
が知られている。くる病は小児から成長期、骨軟化症は成長期以降に発症し、石灰化
障害により骨塩が沈着しない類骨が増加することで骨が脆弱化する。主な病態として、
骨・関節の変形、低カルシウム血症、高 ALP血症を呈し、発症原因としてビタミン D
欠乏や合成障害、ビタミン D 受容体（VDR）障害、リン代謝異常などがあげられる。
骨の細胞外基質を構成するタンパク質はほとんどが I 型コラーゲンであり、そのほか
微量の非コラーゲン性タンパク質としてオステオカルシン、オステオポンチン、マト
リックスグラプロテインなどが知られている。この I 型コラーゲンの遺伝子異常によ
り骨形成不全症（osteogenesis imperfecta）が発症する 3。一方、非コラーゲン性タンパ
ク質のうち、オステオカルシン、オステオポンチンなどは遺伝子欠損マウスの研究か
ら骨形成や石灰化に必須ではないことが示されている 4,5。 
 
3. 骨構成細胞と骨リモデリング  
 骨を構成する細胞には軟骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞があげられる。ヒト
の骨格は骨の成長が停止した後も常に古い骨から新しい骨への入れ替わりが起こって
いる。このように既存の骨が吸収され、その吸収部位に新しい骨が形成されることで
元の形状が維持される現象をリモデリングという（Fig. 2）6。通常のリモデリングでは
骨吸収の量と骨形成の量がほぼ等しいため骨量の変化は認められないが、このバラン
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スが崩れると様々な骨疾患の原因となる。実際、閉経した女性に多くみられる骨粗鬆
症の発症は、破骨細胞機能が骨芽細胞機能を上回ることが基本的なメカニズムと考え
られている。リモデリングは活性型ビタミン D3（1a,25(OH)2D3）7、副甲状腺ホルモ
ン（PTH）、カルシトニンなどのカルシウム調節ホルモンや 8、インターロイキン 1（IL-1）、
腫瘍壊死因子（TNF）などの炎症性サイトカインにより調節されている 9。さらに骨リ
モデリングの維持には力学的負荷が重要であるとされている。この力学的負荷は骨の
形態や強度、血中カルシウム濃度の維持に関わることが知られている 10。実際、無重
力状態で生活する宇宙飛行士は地上で生活する人に比べ骨量の減少が亢進することが
知られている。この骨量減少による骨折や、骨から溶け出したカルシウムによる尿路
結石のリスクが高まることなどから、最近では無重力下での骨量減少を防止する研究
も進められている 11。 
 
 3-1. 骨芽細胞と分化調節因子 
 骨芽細胞は骨を形成する細胞であり、軟骨細胞や筋芽細胞、脂肪細胞などと共通の前
駆細胞である未分化間葉系幹細胞から分化する（Fig. 3）12。骨芽細胞に直接的に作用
し、分化や増殖を制御している因子としては骨形成因子（bone morphogenetic protein: 
BMP）13,14や線維芽細胞増殖因子（fibroblast growth factor: FGF）15、Wntなどのサイト
カインのほか 16、PTH などが知られている 8。PTH は骨芽細胞を介し、破骨細胞に間
接的に作用することで骨からのカルシウムの遊離を促し血中カルシウム濃度の上昇さ
せる因子である一方、生体への間欠投与により骨形成促進作用を示すことが知られ、
すでに臨床応用されている 17。 
 FGF は初期胚発生の様々な段階で不可欠な役割を果たしている。FGF の受容体
（FGFR）は 4種あり、そのうち骨形成に関与するのは FGFR1、2、および 3であるこ
とが知られている。骨格系において FGFは特に骨形成過程において重要な因子であり、
FGFR の点変異により骨形成異常を示す様々な遺伝性骨疾患の原因となっている。な
かでも FGFR3 の点変異は、軟骨低形成症（ hypochondroplasia）軟骨無形成症
（achondroplasia）、致死性骨異形成症（thanatophoric dysplasia）の原因として知られて
いる 18。 
 
 3-2. 破骨細胞 
 破骨細胞は造血幹細胞を由来とする単球マクロファージ系前駆細胞が融合して形成
される多核の細胞で、骨吸収を担う唯一の細胞であると考えられている。破骨細胞分
化の研究は日本人研究者が大きく貢献した分野であり、中でも RANKL（receptor 
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activator of NF-κB Ligand）の発見は破骨細胞分化の分子レベルでの解明に道を開いた
重要な研究である 19。RANKL は TNF ファミリーに属するサイトカインで、
1a,25(OH)2D3 や PTH、IL-11 等に誘導を受け、骨芽細胞の細胞膜上に発現している。
破骨細胞前駆細胞は RANKLの受容体である receptor activator of NF-κB（RANK）を発
現しており、細胞間接触機構で RANKL を認識し、破骨細胞に分化する。成熟した破
骨細胞も RANLKを発現しており、RNAKLはその骨吸収活性も誘導している。また骨
芽細胞は RANLKのデコイ（おとり）受容体である osteoprotegerin（OPG）を発現して
いる 20。OPGは RANKと RANKLの結合を阻害し、破骨細胞の分化と機能を抑制して
いる。RANLK、RANKノックアウトマウスは共に破骨細胞が存在しないため、骨吸収
が障害され大理石骨病を発症する 21,22。そのため、RANKL—RANKの系は破骨細胞の
分化に必須であると考えられている。また、大理石骨病を自然発症する op/op マウス
の解析により、macrophage colony stimulating factor（M-CSF）も RANKL同様、破骨細
胞の分化に必須の因子であることがわかっている 23。近年、RANLK シグナルには
NF-kBや nuclear factor of activated T-cells（NFATc1）等の免疫系因子の関与が必須であ
ることが明らかにされつつある。実際に免疫系の異常な活性化は関節リウマチなどの
骨破壊を伴う疾患を引き起こすことが明らかとなり、現在では骨代謝と免疫系を融合
した「骨免疫学」が提唱されている 24。 
 閉経後の女性に多くみられる骨粗鬆症は骨量の低下により、骨折リスクを高め運動
機能を奪うことから高齢化社会における重要な課題の 1つである。最近の研究により、
女性ホルモンであるエストロゲン（E2）が破骨細胞においてアポトーシス誘導因子で
ある Fas Ligandの発現を誘導すること明らかとなり、E2はアポトーシスを誘導するこ
とで破骨細胞の寿命を調節していることが示されている 25。この E2による破骨細胞の
寿命調節の破綻が閉経後骨粗鬆症の原因の一つと考えられている。 
 
4. BMPと BMPシグナル  
 BMPは脱灰した骨基質を動物の皮下や筋肉内に埋入すると、骨組織が誘導される現
象をもとに 1965年 UCLAの整形外科医である M. R. Uristにより命名された分子であ
る（Fig. 4）13。1988年、Woznyらにより初めて BMP-2、4がクローニングされて以来、
これまでに 20 種類を越える BMP が同定されており、その構造の類似性から TGFβス
ーパーファミリーに属することが明らかとなっている（Fig. 4）26。BMPは N末端側に
シグナルペプチドを含む前駆体として翻訳された後、ジスルフィド結合を介して細胞
内で二量体を形成する。さらにこの二量体が特異的酵素により切断を受けることで C
末端側が活性型として分泌される。BMPのシグナルは細胞膜上に存在するセリン／ス
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レオニンキナーゼ型の受容体である I 型および II 型の受容体を介し細胞内に伝達され
る。II 型受容体のキナーゼ活性はリガンド非依存的に活性化されているが、リガンド
が結合することにより I型受容体をリン酸化する。活性化された I型受容体は細胞内シ
グナル伝達分子である Smad と呼ばれる転写因子群をリン酸化し、この活性化された
Smadが標的遺伝子の転写を制御することで種々の生理作用が発揮される（Fig. 5）26-29。
Smad はこれまでに Smad1~8 の 8 種類が同定され、その機能により Receptor regulated 
Smad (R-Smad)、Common mediator Smad (Co-Smad)、Inhibitory Smad (I-Smad)の 3種に分
類される。R-Smad は I 型受容体によりリン酸化を受ける Smad（Smad1/2/3/5/8）であ
り、リン酸化された R-Smad二分子と結合し三量体を形成するのが Co-Smad（Smad4）
である。R-Smadのなかでも Smad1/5/8は BMP特異的 R-Smadであり、Smad2/3が TGFβ
特異的 R-Smad として知られている。一方、I-Smad は活性化された I 型受容体に安定
に結合して R-Smadのリン酸化を阻害する抑制型 Smadで、Smad6/7がこれに分類され
ている（Fig. 5）。BMPシグナルは I-Smadの他、Nogginや Cordin、Gremlin等のアンタ
ゴニストにより阻害されるが、これらの分子はリガンドに直接結合することで、リガ
ンドと受容体の結合を阻害する（Fig. 5）。また、Smad6/7の発現は BMP自身により誘
導されることから、BMPシグナルは negative feedback機構を形成していることが明ら
かになっている 30,31。また、BMP は微量ながら血中にも存在することが報告されてお
り、全身における生理的骨形成に関与していることが推察される。 
 
5. BMPと進行性骨化性線維異形性症  
 進行性骨化性線維異形性症（fibrodysplasia ossificans progressiva: FOP）は全身の筋組
織や腱、靱帯などに異所性の骨化を生じる疾患であり、我が国では 2007年に厚生労働
省の難治性疾患克服研究事業の対象疾患に指定されている（Fig. 6）32-35。発症頻度は
200万人に 1人とされており 36、国内では約 60名の患者がいると推定されているが、
正確な数字は把握されていない。FOP の主症状である異所性骨化は乳児期から学童期
にかけて起こることが多く、皮下軟部組織に腫脹や腫瘤を生じ、時に flare-upと呼ばれ
る熱感や疼痛を伴うことがある。骨化は打撲や外傷により進行するため、筋肉注射や
手術、組織生検などの医療行為が骨化の誘因となる場合が数多くみられる 35-37。異所
性骨化の進行により、四肢では関節の拘縮、強直、体幹では可動性低下や変形につな
がる。骨化は体幹(傍脊柱や項頚部)や肩甲帯、股関節周囲から始まり、徐々に末梢へ進
行する傾向があり、移動能力は進行性に低下する。胸郭の軟部組織や咀嚼に関係する
組織にも可動性の低下や骨化を生じ、呼吸障害、開口制限につながる。また、非常に
興味深いことに平滑筋と心筋には骨化を生じないとされている。異所性骨化以外の症
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状として上肢で短母指，短中手骨，第 5指の弩曲指（内側に屈曲），下肢で短母指や母
指欠損，外反母趾様変形などのみられることがあり、特に外反母趾様変形は，左右対
称性にほぼすべての FOP症例で確認されている（Fig. 6）35,38-40。さらに頸骨近位内側
の外骨腫が知られ、まれに禿頭が見られる場合もある。2006年、FOP家系の連鎖解析
から FOP原因遺伝子として、BMP I型受容体の一つである activin receptor 1/ activin-like 
kinase 2（ACVR1/ALK2）が同定され、c. 617G > A変異による Histidine 206番の Arginine
への置換（R206H）が報告されている 41,42。またこれまでの解析により、12種類の ALK2
変異が同定されている（Fig. 7）43。国内における患者のほとんどは R206H変異を有し
ているが、R206H変異を原因とする ALK2の機能的変化については解明されていない。
また、国内唯一の例として c. 1067G > Aが報告され、Glycine356番目の変異（G356D）
が同定されている 44。G356Dを持つ患者は R206Hを持つ患者に比べ、骨化の発症が遅
く進行も穏やかである一方、母趾の欠損が見られるなど指の変形が極めて重篤である
ことが報告されているが、R206H との症状の違いの原因については明らかではない
（Fig. 8）。また、現在までに FOPに対して有効性が証明された治療法はない。Flare-up
を生じた際に骨化への進行を防ぐためにステロイド、非ステロイド性消炎鎮痛剤やビ
スフォスフォネート等、様々な薬剤が試みられているが、明らかな有効性が確認され
たものはない 45。 
 
6. Wntシグナル  
 Wnt シグナルは線虫からマウスやヒトに至るまで種を超えて保存されたシグナル伝
達分子であり、初期発生時のパターン形成や細胞分化に重要役割を担っている（Fig. 9）
46-48。Wntは 350~380個のアミノ酸からなる分泌性糖タンパクで現在までに 19種類が
報告されている 49。Wnt3a などの古典的 Wnt リガンドメンバーは細胞表面上に存在す
る 7回膜貫通型受容体である frizzled（Frz）と共役受容体である low-density lipoprotein 
receptor-related protein（LRP）5/6に結合し、Wnt/β-catenin経路（古典経路）を活性化
する。一方、Wnt5a等は細胞骨格系の制御に関与するWnt/PCP経路，Wnt/Ca2+経路（非
古典経路）を活性化することが知られている（Fig. 10）50。古典経路の活性は細胞質に
存在するβ-catenin の量によって決定される。通常、細胞質内のβ-catenin の量はユビ
キチン-プロテアソーム依存性のタンパク質分解によって低いレベルに抑えられてい
る。Wnt が Frz/LRP 複合体に結合するとシグナルが細胞内に伝えられ、ユビキチン-
プロテアソーム系でのβ-catenin 分解が抑制される。その結果、β-cateninは核内へと
移行し、転写因子 T-cell factor（TCF）と会合して標的遺伝子の転写を制御する。Wnt
の標的遺伝子としては骨芽細胞分化の鍵転写因子である runt-related transcription factor 
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2（Runx2）51や alkali phosphatase（ALP）52が知られている。また破骨細胞分化に関与
する OPGや RANKLも標的遺伝子であることが明らかになっている 53。 
 
 6-1. Wntシグナルと骨形成 
 LRP5は 1回膜貫通型の細胞膜結合タンパク質で、Frzと協調的にWnt/β-cateninシグ
ナルを伝達する。さらに LRP5 は、遺伝性骨疾患である骨粗鬆症-偽神経膠腫症候群
（osteoporosis-pseudoglioma syndrome: OPPG）の原因遺伝子として同定され、機能喪失
型変異では骨量低下が引き起こされることが知られている 54。また、LRP5での機能獲
得型変異も見いだされており、こちらでは骨量の増加が認められることから 55、LRP5
はWnt/β-catenin経路を介して全身の骨量を規定する重要な因子であると認識されてい
る。一方、LRP5と高い相同性を持つ分子である LRP6においても LRP6の自然発症点
変異マウス（rs マウス）の解析により、骨量低下が認められている 56。さらに、ヒト
での LRP6の変異を有する家系が見いだされ、高脂血症や高血圧、糖尿病などと共に、
骨粗鬆症を呈することが報告されている 57。このように LRP6も LRP5同様、骨芽細胞
制御に重要な因子であること考えられている。これら一連の発見から，Wnt シグナル
が生理的に骨形成を亢進していることが示され，新しい骨代謝調節機構の存在が示唆
されている。 
 
 6-2.  Wntシグナル抑制因子による骨芽細胞制御 
Wntには sclerostinや dickkopf 1（Dkk1）、soluble Frz- relatedprotein1 (sFRP1)といったシ
グナル抑制因子が知られているが、中でも BMP のアンタゴニストと考えられていた
sclerostin は Wnt が LRP5/6 と結合するのを阻害するアンタゴニストでもあり骨量の増
加、骨硬化を特徴とする硬結性骨化症および van Bucham病の原因遺伝子であることが
報告されている 58。sclerostin 欠損マウスでは海面骨、皮質骨共に骨量の増加が認めら
れ、加齢に伴いその骨量は著しく増加する 59。一方、sclerostin のトランスジェニック
マウスでは骨量は低下する 60。興味深いことに，骨形成促進薬として使用される副甲
状腺ホルモン（PTH）（1-34）は，マウスに投与すると sclerostinの発現を抑制する事が
示されている 61。Dkk1 は LRP5/6 にリガンドとして結合することで Wnt/β-catenin 経
路を阻害する。Dkk1 の欠損マウスでは骨形成の亢進による骨量増加が観察される 62。
さらに sFRP1 欠損マウスでも同様の骨形成の亢進が示されている 63。最近ではこれら
の知見を応用したWnt/β-cateninシグナル阻害因子に着目した創薬開発が進んでいる。
特に OVX モデルへの抗 sclerostin 抗体の投与で，皮質骨，海綿骨の骨形成が著明に亢
進することが示されており，新しい強力な骨形成促進薬として注目されている。また，
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そのほかのWnt/LRPシグナル阻害因子（DKK1，sFRP）に関しても，中和抗体が作成
され，臨床応用を目指した研究開発が進行中である 
 
7. BMPと Wntシグナルのクロストーク  
 BMPが誘導する異所性骨形成は Sclerostinによって抑制されるものの、BMPが誘導
する初期応答遺伝子の発現は阻害しないことが報告された。これは，BMPシグナルの
下流でWntシグナルがクロストークする可能性を示唆する。また、BMPR-Iaの骨芽細
胞特異的欠損マウスでは sclerostin の発現低下が観察され、解析の結果、BMP シグナ
ルが sclerostin 発現を誘導することが明らかとなった 64。このことは BMP シグナルが
sclerostin の発現を介して Wnt/β-catenin シグナルを負に制御している可能性を示して
いる。さらに、BMP I型受容体によってリン酸化された Smad1の分解は、リンカー領
域が GSK3βによってリン酸化されることが重要であることが示された 65。このように、
BMP シグナルと Wntシグナルのクロストークについては知見が蓄積されつつあるが、
未だに多くの不明な点が残されている（Fig. 11）。 
 
8. 本研究の意義  
 骨の恒常性は骨形成と骨吸収のバランスの上に成り立っており、このバランスの破
綻によって、種々の骨関連疾患が引き起こされる。したがって、このバランス調節機
構を解明することは必須の課題である。骨形成を担う骨芽細胞の増殖や分化に関わる
因子の同定や解析は進みつつあるが、その作用機序や分子メカニズムに関しては不明
な点が数多く残されている。そこで本研究では、強力な骨誘導活性を有する BMPに着
目し、以下の 3つの課題に着目し、解析を行った。 
1）BMPシグナル異常を起因とした異所性骨化発症メカニズムの解析  
2）進行性骨化性線維異形性症患者で新たに同定された ALK2 (G356D)変異体の機能
解析  
3）Wntと BMPによる相乗的な骨芽細胞分化誘導作用の解析 
本研究により、BMPによる骨芽細胞分化調節機構の一端を解明する事ができた。今後
は更にこのシグナル伝達経路の詳細を検討する事で、骨粗鬆症をはじめとする骨関連
疾患の発症メカニズム治療法や治療薬の開発に役立つものと期待される。 
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第 1章  
BMPシグナル異常を起因とした異所性骨化発症メカニズムの解析  
 
 
＜序論＞  
 FOP は小児期から全身の骨格筋や筋膜、腱、靭帯などの線維性組織が進行性に骨化
し、このために四肢関節の可動域低下や強直、体幹の可動性低下や変形を生じる疾患
である 36。FOP は主症状である異所性骨化以外にも出生時からみられる外反母趾様変
形を示す場合が多く、FOP診断基準の一つとなっている。発症頻度は 200万人に 1人
と言われており、本邦では 60名程度の患者がいるものと推定されるが、正確な患者数
は把握されていない。 
 以前より FOP の異所性骨化には筋組織内に骨化を誘導することができる BMP シグ
ナルの関連が示唆されており、2006年に BMP I型受容体の一つである ACVR1/ALK2
が原因遺伝子として同定された 41。FOP患者は c. 617G > A変異による 206番のヒスチ
ジンのアルギニンへの置換（R206H）が起こることが報告されているが、国内 FOP患
者の遺伝子変異については解析が行われていない。また、R206H 変異は受容体のセリ
ン／スレオニンキナーゼ活性を調節する GSドメイン中に存在することから、BMPシ
グナルへの影響が示唆されているが、変異を原因とする BMPシグナルの異常について
も未解明のままである。そこで本章では国内 FOP患者での ALK2遺伝子変異を解析す
ると共に、ALK2(R206H)の BMPシグナルに対する影響について検討を行った。 
 FOP の異所性骨化は筋組織の損傷により急激に誘導されることから、外科的治療は
禁忌とされている。しかし、医療関係者の間でも FOPの認知度が低いため診断のため
の組織生検や異所性骨の外科的除去により、逆に骨化が進行してしまう例が数多く報
告されている 35,36,66。これまでに異所性骨化を予防、もしくは進行を止めるためにある
種のステロイドやビスフォスフォネート製剤が用いられてきたが、明らかな有効性を
示す治療薬は存在しない 45。このことからも FOPの治療法や治療薬を開発する上では
異所性骨化の発症メカニズムを明らかにすることは必須である。そこで本章ではヘビ
毒により人工的に筋損傷を誘導したマウスモデルの組織を用い、BMPシグナル伝達分
子の発現と ALK2(R206H)の関連について解析を行った。 
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＜方法＞  
遺伝子解析 
FOP 患者および親族の血液サンプルは埼玉医科大学倫理委員会承認の方法に従い、十
分な informed consentを行った上で採血を行った。QIAmp DNA blood kit（QIAGEN）を
用いて末梢血より genomic DNAを調整した。得られた genomic DNAを鋳型に、以下
に示す Primerにて ALK2 Exon4を増幅後、direct sequenceにて変異の確認を行った。 
ALK2 Exon4 S 5’-CCAGTCCTTCTTCCTTCTTCC-3’  
ALK2 Exon4 AS 5’-AGCAGATTTTCCAAGTTCCATC-3’ 
 
細胞培養、Transfection 
マウス筋芽細胞を由来とする C2C12 細胞の培養には 15%FBS (Fetal Bovine Serem)、
Penicillin、Streptomycinを添加した DMEM（Dulbecco's Modified Eagle's Medium）を使
用した。ヒト胎児腎臓由来 HEK293細胞およびマウス胎児線維芽細胞由来 C3H/10T1/2
細胞は 10%FBS (Fetal Bovine Serem)、Penicillin、Streptomycin を添加した DMEM
（Dulbecco's Modified Eagle's Medium）を用い、培養を行った。全ての Transfectionには
Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用い、添付の Protocol通りの手順で行った。 
 
Stable cell line 
C2C12細胞に pcDEF3-ALK2(WT)および pcDEF3-ALK2(R206H)を transfectionし、G-418 
700µg/mlで 2週間 selectionを行った。出現した G-418耐性コロニーにペニシリンカッ
プを乗せ、トリプシン処理を行い 24well plate上で培養する。Western blotで各クロー
ンの発現を確認後、実験に使用した。 
 
Plasmid、組み換えタンパク 
ヒト ALK2遺伝子はヒト胎児腎臓由来、HEK293細胞 RNAより合成した cDNAを鋳型
に用い、PCRにて増幅を行った。取得した ALK2遺伝子断片を pcDNA3.1/V5-His-TOPO
にクローニング後、V5タグを含む ALK2遺伝子断片を pcDEF3にクローニングし直し
た。ALK2(R206H)変異は PCRを用いた site direct mutagenesis法により導入を行った。
全ての plasmidは塩基配列を確認後、実験に使用した。 
組み換え型ヒト BMP-2、BMP-4、BMP-6、BMP-7およびヒト Nogginは R&D社より購
入した。 
 
ALP assay 
 ̶ 28 ̶ 
96well plateに C2C12細胞（1x104 cell/well）を捲き、各 plasmidを transfectionする。翌
日、各因子を含む 2.5%FBS DMEMに培地を交換後、48時間培養する。使用した因子
の濃度は以下の通りである。 
BMP-2 300ng/ml 
BMP-4, 6, 7 100 ng/ml 
各 wellを PBS 150µlで洗浄後、Aceton/Ethanol（1:1）100µlで細胞を 1分間固定する。
細 胞 を 乾 燥 後 、 基 質 溶 液 （ 0.1 M diethanolamine, 1 mM MgCl2, 10 mg/ml 
p-nitrophenylphosphate）100µlを加え、室温で 20分間反応を行う。0.3M NaOHを添加
することで反応を停止させ、OD405nmで吸光度を測定する。全ての測定は n=3で行い、
Positive controlとして構成的活性型受容体として知られる BMPR-IA(Q233D)を用いた。 
 
Luciferase assay 
Luciferase assayには BMPの初期応答遺伝子である Id1 promoter中の BMP応答領域を
含む IdWT4F-luc および Id985-EGFPd2 reporter plasmidを用いた。96well plateに C2C12
細胞（1x104 cell/well）を捲き、各 plasmidの Transfectionを行った。Transfection翌日、
Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega)を用い、活性の測定を行った。全ての測定は
n=3 で行い、内部コントロールには Renilla luciferase を恒常的に発現する phRL-SV40 
(Promega)を用いた。 
 
Immunoblotting 
細胞およびマウス組織は、TNE buffer （10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.15 M NaCl, 1 mM 
EDTA, 1% Nonidet P-40）に溶解した。溶解液を遠心後、上清を回収し Protein Assay
（Bio-RAD）を用いて濃度を測定する。サンプルに 5 x Sample bufferを添加し 100℃で
10分間 incubate後、SDS-PAGEを行う。泳動後、PVDFメンブレンに Transferし、5%
スキムミルク-TBST（10mM Tris HCl pH 7.5, 10mM NaCl, 0.1% Tween20）で Blockingを
行う。以下の一次抗体を用い、室温で 1 時間反応させメンブレンを洗浄し、二次抗体
を一次抗体と同様の条件で反応させる。シグナルは ECL-plus（GE ヘルスケア）を用
い、X線フィルム上で検出を行った。 
一次抗体： 
anti-FLAG antibody (clone M2, SIGMA), anti-phosphorylated Smad1/5/8 antibody (Cell 
Signaling), anti-V5 antibody (Invitrogen), anti-GFP antibody (GF090R, ナカライテスク), 
anti-Smad1 antibody (sc-6201, SantaCruz, SantaCruz), and anti-Smad5 antibody (sc-7443, 
SantaCruz) 
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二次抗体： 
Anti-Rat IgG, HRP-Linked, Anti-Mouse IgG, HRP-Linked (GE healthcre) 
 
Immunohistochemistory 
細胞 
24well plate各wellに滅菌したカバーガラスを入れ、カバーガラス上で細胞を培養する。
各 plasmid を Transfection し、翌日中性ホルマリン溶液で固定を行う。PBS で洗浄後、
TritonX-100で細胞を透過化し、一次抗体を反応させる。次に蛍光標識された二次抗体
で反応を行い蛍光顕微鏡でシグナルの検出を行った。 
一次抗体 
anti-phosphorylated Smad1/5/8 antibody (Cell Signaling), anti-V5 antibody (Invitrogen) 
二次抗体 
 
マウス組織 
マウス筋組織を中性ホルマリン溶液で一晩固定し、100%-90%-80%-70% Ethanol溶液で
脱水を行う。キシレン処理後、パラフィン包埋を行い、ミクロトームを用いて切片を
作製する。 
キシレンでパラフィンを溶解させ、Ethanol溶液にて脱水を行う。H2O2溶液にて内因性
の ALPを失活させ、一次抗体で反応を行う。PBSで洗浄後、ヒストファイン シンプ
ルステイン マウス MAX-PO(G)を滴下し、シンプルステイン DAB溶液で発色を行う 
一次抗体： 
anti-phosphorylated Smad1/5/8 antibody (Cell Signaling), anti-V5 antibody (Invitrogen) 
 
二次抗体： 
ヒストファイン シンプルステイン マウス MAX-PO(G)（ニチレイ） 
 
筋損傷モデルマウスの作製 
ハブ（Trimeresurus flavoviridis）毒は沖縄衛生環境研究所より御供与いただいた。筋損
傷を誘導するため 3週齢C57BL/6マウスの大腿筋にハブ毒 100µg/Kg/50µlもしくはPBS 
50µlを投与した。投与後 3および 7日後、大腿筋のサンプリングを行った。 
 
RT-PCR、Realtime PCR 
マウス筋組織を TRIzol（Invitrogen）中でホモジナイズし、Protocolに従い total RNAを
 ̶ 30 ̶ 
抽出する。この total RNAを鋳型として、SuperScript III Reverse Transcriptaseと Oligo dT 
primerを用いて cDNAを合成した。各遺伝子の発現は GoTaq Master Mixを用いた PCR
により確認した。使用した Primerを Tableに示す。Smad1、Smad5の発現量は QuantiTect 
Primer Assay（QIAGEN）を用い、Real-time PCR法にて定量的に検討を行った。 
 
筋分化誘導 
C3H/10T1/2 に筋分化誘導のための MyoD 発現 plasmid と各 ALK2 発現 plasmid を
co-transfectionする。5日後、細胞を anti-myosin heavy chain (MHC) antibody（clone MF-20, 
Developmental Studies Hybridoma Bank）で染色し、筋分化の程度を評価した。 
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＜結果＞  
 
1. 国内 FOP患者での ALK2変異の確認  
 既述の通り、3家系および孤発性 FOP患者では ALK2遺伝子の c. 617G>A変異が報
告されているが、本邦における FOP患者での変異はこれまでに報告がなされていない。
そこで、国内 FOP患者の末梢血から genomic DNAを抽出し、ALK2遺伝子中に同様の
変異が存在するか検討を行った。その結果、解析を行った 19 名の患者全例において
c. 617G>A変異を確認した（Fig. 1-1）。一方、同時に解析を行った FOP患者の親族で
は変異は認められなかった。このことから、国内 FOP患者も c. 617G>A変異を有する
こと、またこれらの患者は全て孤発性に FOPを発症しているものと考えられた。 
 
2. ALK2(R206H)は恒常的に BMPシグナルを活性化する  
 FOP患者での ALK2変異が報告されているものの、変異を起因とする ALK2の機能
変化については実験的に証明されていない。そこで、ALK2(R206H)が BMP シグナル
に対し、どのような影響を及ぼすか解析を行った。 
まず、細胞内シグナルに対する影響を検討するため Smad1/5/8 のリン酸化レベルを検
討した。C2C12 細胞に ALK2(WT)および ALK2(R206H)を過剰発現させたところ、
ALK2(R206H)において Smad のリン酸化レベルが上昇していることを確認した（Fig. 
1-2A）。さらに免疫染色を用い、リン酸化 Smad の核への集積を検討した。その結果、
ALK2(R206H)の過剰発現細胞では、リン酸化 Smad1/5/8 が核に集積していることを見
いだした（Fig. 1-2B）。 
 次に Smad依存的な転写の活性化を検討するため、BMP応答配列を含む IdWT4Fレ
ポーターを用いた Luciferase assayを行った。その結果、ALK2(R206H)は BMP非依存
的に Luciferase活性を上昇させることを見いだした（Fig. 1-3A）。また、同様の結果を
EGFP の発現を指標とした Id985-EGFPd2 レポーターを用いた実験でも確認した（Fig. 
1-3B）。さらに、BMP は筋分化を抑制し、骨芽細胞分化を誘導する作用を有すること
から、ALK2(R206H)の筋分化に対する作用の検討を行った。その結果、ALK2(R206H)
はMyoDにより誘導される C3H10T1/2細胞の筋分化を強く抑制することが明らかとな
った（Fig. 1-4）。以上の結果から、ALK2(R206H)は BMP非依存的に BMPシグナルを
活性化する構成的活性型変異であることが判明した。 
 
3. 筋損傷により Smad1/5の発現が誘導される  
 FOP の異所性骨化は筋組織の損傷により強く誘導されることが知られているが、
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ALK2(R206H)の活性だけではこれを説明することは困難である。そこで異所性骨化の
メカニズムを解明するため、筋損傷モデルマウスを用い、解析を行った。まず、マウ
ス大腿筋内にハブ毒を注射することで筋組織の損傷を誘導し、3 日および 7 日目の組
織サンプルでの BMPシグナル関連分子の発現を RT-PCRで検討した。その結果、ALK2
自身を含む BMP I型受容体（BMPR-IA, IB, ALK1）および II型受容体（BMPR-II, ActR-II, 
ActR-IIB）の発現に変化は認められなかった（Fig. 1-5）。一方、Smad8、Smad4の発現
に変化は認められなかったが、Smad1/5発現の上昇が観察された（Fig. 1-6A）。これを
Real-time PCRを用いて定量的に検討したところ、RT-PCRと同様の発現上昇が認めら
れた（Fig. 1-6B）。次にタンパクレベルについても検討を行ったところ、ハブ毒投与 3、
7日目において Smad1/5のレベルが上昇していることを確認した（Fig. 1-7A）。さらに
発現上昇の詳細を検討するため、免疫染色を行った。その結果、筋損傷部位に存在す
る単核の細胞に強いシグナルが認められた（Fig. 1-7B）。以上の結果から、以上の結果
より、筋肉の損傷部位では Smad1/5の発現が上昇することが明らかとなった。 
 
4. ALK2(R206H)と Smad1/5は協調的に骨芽細胞分化を誘導する  
 前項の結果より得られた Smad の発現上昇が ALK2 の骨芽細胞誘導にどのような影
響を及ぼすか検討を行った。C2C12 細胞に ALK2(WT)、ALK2(R206H)と各 Smad を
co-transfectionし、骨芽細胞分化のマーカーである ALP活性を測定した。ALK2 WTで
はSmadとの co-transfectionいずれにおいても、ALP活性の上昇は認められなかった（Fig. 
1-8A）。一方、ALK2(R206H)単独では ALP 活性の上昇はほとんどみられなかったもの
の、Smad1/5との co-transfectionにより ALP活性および骨芽細胞分化マーカー（ALP、
Osterix）の発現上昇が観察された（Fig. 1-8A、Fig. 1-9）。また、この時の各 Smadのリ
ン酸化レベルを調べたところ、Smad1/5/8 全てのリン酸化レベルの上昇が観察された
（Fig. 1-8B）。これらの結果から、 ALK2(R206H)は Smad1/5と協調的に骨芽細胞分化
を誘導することが示された。さらに、この活性の Smad依存性を検討するため、Smad1
の C 末端に存在するセリン残基をアラニンに置換した不活性型 Smad1 変異体
[Smad1(AVA)]を用いて解析を行った。その結果、Smad1(AVA)との co-transfectionでは
ALP活性やマーカーの発現上昇が観察されなかったことから（Fig. 1-9）、ALK2(R206H)
の骨芽細胞分化誘導活性は Smad の系に依存していることが明らかとなった。また、
ALK2(R206H)の活性はこれまでに知られている構成的活性型受容体である
BMPR-IA(Q233D)と比較し、弱いことが判明した。 
 次に BMP リガンドに対する応答性を検討するため、ALK2(WT)、ALK2(R206H)と
Smad1を co-transfectionした C2C12細胞を各 BMPリガンドで処理し、骨芽細胞分化の
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マーカーである ALP活性を測定した。その結果、各 BMP処理によりさらに強い ALP
活性誘導が認められた（Fig. 1-10）。 
 
5. Smad7、Dorsomorphinは ALK2(R206H)の活性を強く抑制する  
 BMP のシグナルは細胞外抑制分子である Noggin や抑制型 Smad である Smad6/7 に
より抑制されることが知られている 30,31。そこで、ALK2(R206H)活性に対するこれら
抑制因子の効果を検討した。まず、ALK2(R206H)と Smad1を co-transfectionした C2C12
細胞をNogginで処理したところ、明らかな活性の低下は認められなかった（Fig. 1-11A）。
この結果は ALK2(R206H)が構成的活性型受容体として機能していることを示してい
る。次に Smad6/7 の抑制作用を検討した。その結果、Positive control として用いた
BMPR-IA(Q233D)の活性は Smad6/7 により強く抑制されたものの、ALK2(R206H)では
Smad6よりも Smad7により強い抑制作用が観察された（Fig. 1-11B）。 
 最近、Dorsomorphinと呼ばれる低分子化合物が Smad依存的な BMPシグナルの抑制
分子であることが報告された 67,68。そこで、Dorsomorphinが ALK2(R206H)の活性を抑
制するか否かについて検討を行った。まず、ALK2(R206H)による Smad リン酸化に対
する効果を調べたところ、Dorsomorphinは ALK2(R206H)で誘導される Smadのリン酸
化をほぼ完璧に抑制することが明らかになった（Fig. 1-12A）。同様に、骨芽細胞分化
誘導活性に対する効果を検討したところ、Dorsomorphinは濃度依存的に ALP活性を抑
制した（Fig. 1-12B）。最後に、ALK2(R206H) stabele cell lineを用いて筋分化抑制作用を
指標に Dorsomorphin の作用を解析した。その結果、Dorsomorphin 処理により
ALK2(R206H)の筋分化抑制作用を解除され、筋分化が回復することが確認された（Fig. 
1-12C）。 
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＜考察＞  
第 1章で明らかになった結果をまとめる。 
 
1. 日本人 FOP患者全例についてもALK2遺伝子の c. 617G>A変異を有していること
が判明した。また、患者の親族ではこの変異は認められなかった。 
2. ALK2(R206H)はリガンド非存在化でもSmad依存的なBMPシグナルを活性化する
構成的活性型受容体であることが明らかとなった。 
3. 損傷を誘導した筋組織では Smad1/5の遺伝子発現が誘導され、タンパクレベルが
高まることが明らかとなった。 
4. ALK2(R206H)は Smad1/5と協調的に骨芽細胞分化を誘導した。しかしながらその
活性はこれまでに知られている構成的活性型受容体よりも弱かった。また、
ALK2(R206H)は BMPリガンドに対する感受性が高まることが判明した。 
5. ALK2(R206H)の活性は Smad7 もしくは I 型受容体阻害剤である Dorsomorphin に
より強力に抑制された。 
 
 FOP は重篤な症状を示す疾患であるものの、患者数が極めて少ないことから、世界
的にも研究対象として注目されない疾患であった。以前より FOP同様に筋組織内で異
所性骨化を誘導することができる BMP の関与が強く示唆されており、ようやく 2006
年に BMPの I型受容体の一つである ALK2が原因遺伝子として同定された 41。見いだ
された c. 617G>A変異は 206番のヒスチジンのアルギニンへの置換（R206H）を生じ
ることが報告されている。この変異は世界中に存在する 5 家系と孤発性に発症してい
る 35 名の患者で同定されているが、日本国内に存在する患者の報告は皆無であった。
本実験において、FOPが疑われる患者 19名全てに ALK2 c. 617G>A変異が認められた。
今回、同時に行った血縁者の ALK2 遺伝子については変異が認められなかったことか
ら、19名の患者は孤発性に FOPを発症していると考えられる。当初、FOPで見られる
ALK2変異は c. 617G>Aだけであったが、その後の解析により c. 617G>Aを含め 10種
の変異が報告されている。いずれの場合でも患者で見られる遺伝子変異は ALK2 中の
みであることから、FOP は単一遺伝子疾患であると推察される。そのため、現在では
異所性骨化を発症する前でも、出生時の外反母趾様の変形等、FOP が疑われる場合は
ALK2遺伝子を検査することで、簡便かつ迅速に確定診断を行うことが可能となった。 
 一方、R206H を起因とした ALK2 の機能的変化とそれに伴う BMP シグナルの異常
については明らかとなっていなかった。R206H は受容体の活性スイッチである GS ド
メインに存在しているが、すぐ隣の Q207D変異は以前から強力な構成的活性型変異体
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として知られていた 69-72。R206H変異も BMPシグナルに何らかの影響を与えると推測
されており、本研究おいて ALK2(R206H)は構成的活性型の変異であることを証明した
73。BMP が関与する骨格形成異常を伴う遺伝子疾患は数多く報告されているが、その
いずれも機能欠損型変異である。今回の結果により、FOP は BMP が関与する遺伝子
疾患の中でも初めて同定された機能獲得型変異を起因とする疾患であることを示すこ
とができた。 
 FOP の異所性骨化は打撲や外傷、筋肉内注射等、筋損傷により急激に進行すること
が知られていた。また、ALK2(R206H)の活性は比較的弱いという結果からも筋損傷に
伴う他の何らかの要因により BMP シグナルがより強く活性化されることが推察され
ていた。そこで、ハブ毒により誘導した筋損傷部において、BMPシグナルに関連する
分子の発現を検討したところ Smad1および Smad5が高発現していることを見出した。
これら Smadの ALK2(R206H)活性に対する影響を調べたところ、ALK2(R206H)単独と
比較し、Smadを共発現することで、ALK2(R206H)の活性が相乗的に上昇することが明
らかとなった。また、ALK2(R206H)は野生型 ALK2 よりも BMP リガンドに対する反
応性が高いことが判明した。これらの結果を合わせると、筋損傷に伴う急激な骨化の
誘導は通常では比較的弱い ALK2(R206H)の活性が、筋損傷に伴う Smad1/5レベルの上
昇と出血による患部での一時的な BMP リガンド濃度の高まりにより相乗的に上昇す
ることで、引き起こされると推測できる。 
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第 2章  
進行性骨化性線維異形性症患者で同定された新たな ALK2 G356D変異体の機能
解析  
 
 
＜序論＞  
 FOP 患者では BMP I 型受容体 ALK2 の変異が見いだされており、これまでに FOP
家系や孤発性を含め全例で R206H 変異を有することが明らかとなっている 41。最近、
R206H変異を有する患者とは症状が異なる日本人患者（63歳・男性）の症例が報告さ
れた 44。この患者での異所性骨化の進行は R206Hを有する患者と比較すると非常に緩
やかで、それに伴う呼吸器系異常の進行も穏やかである。一方、手足指の変形は非常
に重篤で、両手母指の変形だけでなく、足指の欠損が起こっている。また、このよう
な症状以外にも脊柱の固定化や禿頭、感音難聴が見られる等、R206H 患者とは大きく
症状が異なっている。ALK2の変異を調べたところ R206Hとは異なり、c. 1067G>Aに
よる 356番目のグリシンのアスパラギン酸への置換が見いだされた。R206Hは受容体
のセリン／スレオニンキナーゼ活性を調節する GS ドメイン中に位置しており、第 2
章での解析の通り、構成的活性型受容体であることが判明している。今回新たに同定
された G356Dはキナーゼ領域のほぼ中央に位置していることから、ALK2のセリン／
スレオニンキナーゼ活性に何らかの影響を及ぼす可能性が考えられる。また、G356D
と R206Hでの症状の違いを説明する上でも、G356Dを起因とする ALK2の機能変化の
解明は非常に重要である。そこで、本章では G356D と R206H での症状の違いの解明
を目的とし、G356D を起因とする BMP シグナルの変化の解析を行うと共に、R206H
との活性の差について検討を行った。 
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＜方法＞  
細胞培養、Transfection 
マウス筋芽細胞を由来とする C2C12 細胞の培養には 15%FBS (Fetal Bovine Serem)、
Penicillin、Streptomycinを添加した DMEM（Dulbecco's Modified Eagle's Medium）を使
用した。マウス胎児線維芽細胞由来 C3H/10T1/2細胞は 10%FBS (Fetal Bovine Serem)、
Penicillin、Streptomycinを添加した DMEM（Dulbecco's Modified Eagle's Medium）を用
い、培養を行った。全ての Transfectionには Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用い、
添付の Protocol通りの手順で行った。 
 
 
Plasmid、組み換えタンパク 
ALK2(G356D)変異は第 1章で使用した pcDEF3にクローニングした野生型 ALK2を鋳
型に用い、site direct mutagenesis法により導入を行った。全ての plasmidは塩基配列を
確認後、実験に使用した。 
組み換え型ヒト BMP-4、BMP-7および TGF-β1は R&D社より購入した。 
 
ALP assay 
96well plateに C2C12細胞（1x104 cell/well）を捲き、各 plasmidを transfectionする。翌
日、各因子を含む 2.5%FBS DMEMに培地を交換後、48時間培養する。使用した因子
の濃度は以下の通りである。 
BMP-4, 6, 7 100 ng/ml 
各 wellを PBS 150µlで洗浄後、Aceton/Ethanol（1:1）100µlで細胞を 1分間固定する。
細 胞 を 乾 燥 後 、 基 質 溶 液 （ 0.1 M diethanolamine, 1 mM MgCl2, 10 mg/ml 
p-nitrophenylphosphate）100µlを加え、室温で 20分間反応を行う。0.3M NaOHを添加
することで反応を停止させ、OD405nmで吸光度を測定する。全ての測定は n=3で行い、
Positive controlとして構成的活性型受容体として知られる ALK2(Q207D)を用いた。 
 
Luciferase assay 
BMPの reporterには第 1章同様、IdWT4F-luc reporter plasmidを用いた。TGF-βシグナ
ルの活性化には CAGA-luc reporter plasmid を使用し、positive control として TGF-β1
（5ng/ml）で処理を行った。96well plateに C2C12細胞（1x104 cell/well）を捲き、各 plasmid
の Transfectionを行った。Transfection翌日、Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega)
を用い、活性の測定を行った。全ての測定は n=3で行い、内部コントロールには Renilla 
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luciferaseを恒常的に発現する phRL-SV40 (Promega)を用いた。 
 
Immunoblotting 
第 1章と同様の方法で行った。 
 
一次抗体： 
anti-FLAG antibody (clone M2, SIGMA), anti-phosphorylated Smad1/5/8 antibody (Cell 
Signaling), anti-phospho-p38 antibody (SC-7973, SantaCruz), anti-phospho-ERK1/2(SC-7383, 
SantaCruz) and anti-V5 antibody (Invitrogen) 
 
二次抗体： 
Anti-Rat IgG HRP-Linked, Anti-Mouse IgG HRP-Linked, HRP-Linked, Anti-Rabbit IgG 
HRP-Linked, Ant-Goat IgG HRP-Linked (GE healthcre) 
 
筋分化誘導 
C3H/10T1/2 に筋分化誘導のための MyoD 発現 plasmid と各 ALK2 発現 plasmid を
co-transfectionする。5日後、細胞を anti-myosin heavy chain (MHC) antibody（clone MF-20, 
Developmental Studies Hybridoma Bank）で染色し、筋分化の程度を評価した。 
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＜結果＞  
 
1. ALK2(G356D)は構成的活性型受容体である  
 前章の結果より、ALK2(R206H)は構成的活性型受容体であることが判明している。
そこで、ALK2(G356D)もリガンド非依存的に BMP シグナルを活性化するか否かにつ
いて、BMPレポーターである IdWT 4F-lucを用いたLuciferase assayにて検討を行った。
その結果、Positive controlとして用いた ALK2(Q207D)や ALK2(R206H)と比較すると活
性は弱いものの、ALK2(G356D)は BMP シグナルを活性化することが判明した。BMP
は TGFβスーパーファミリーに属していることから、ALK2(G356D)が BMPシグナルだ
けでなく、TGFβシグナルに対しても作用する可能性が考えられた。そこで、TGFβレ
ポーターとして知られる CAGA-lucを用いて解析を行った。その結果、CAGA-luc活性
は TGFβ処理により活性化されたものの、ALK2(G356D)を含む全ての ALK2 変異体で
は Luc活性の上昇は観察されなかった。次に ALK2(G356D)による BMPシグナルの活
性化を詳細に解析するため、Smadのリン酸化レベルをWestern blotで検討した。C2C12
細胞に ALK2(G356D)を過剰発現させたところ、Smad1/5/8 のリン酸化レベルの上昇が
観察されたものの、Luciferase assayの結果と同様に ALK2(Q207D)や ALK2(R206H)と比
較すると非常に弱いことが明らかとなった。BMPシグナルは Smadのリン酸化を介し
たシグナルだけでなく、p38 や ERK といった MAP kinase を介したシグナル系も存在
することが知られている。そこで、ALK2(G356D)が Smad系と同様に MAP kinase系を
活性化するか検討を行ったところ、ALK2(G356D)は p38および ERKのリン酸化には影
響しないことが明らかとなった。また、ALK2(Q207D)や ALK2(R206H)も ALK2(G356D)
と同様に MAP kinase 系には作用しないことが判明した。以上の結果から、
ALK2(G356D)は ALK2(R206H)と同様に BMP 非依存的に BMP シグナルを活性化する
構成的活性型受容体であることが明らかとなった。 
 
2. ALK2(G356D)は筋分化を抑制し、骨芽細胞分化を誘導する  
 前項で明らかとなった ALK2(G356D)活性の筋分化、および骨芽細胞分化に対する効
果について検討を行った。まず、C3H/10T1/2 細胞に MyoD と ALK2(G356D)を過剰発
現させたところ、抑制効果は弱いものの ALK2(G356D)は MyoDによる筋分化を抑制し
た。次に骨芽細胞分化誘導活性を検討するため、C2C12 細胞に Smad1/5/8 および、
ALK2(G356D)を発現させ、ALP 活性を測定した。その結果、ALK2(G356D)は各 Smad
との共発現により骨芽細胞分化を誘導することが判明したが、その活性は
ALK2(Q207D)や ALK2(R206H)と比較すると非常に弱いことが明らかとなった。また、
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ALK2(G356D)の骨芽細胞分化誘導活性に対する BMP の効果を検討したところ、
ALK2(G356D)の活性は BMP4処理により相加的に、BMP7相乗的に上昇することが明
らかとなった。これらの結果から効果は弱いものの ALK2(G356D)は、ALK2(R206H)
と同様に筋分化抑制活性、および骨芽細胞分化誘導活性を有することが判明した。 
 
3. ALK2(G356D)活性は Dorsomorphinにより抑制される  
前章の解析により、ALK2(R206H)の活性が Smad依存的 BMPシグナル抑制化合物であ
る Dorsomorphinによって阻害されることが明らかになっている。そこで、Dorsomorphin
が ALK2(R206H)同様に ALK2(G356D)の活性を阻害するかどうか、検討を行った。ま
ず Luciferase assayを用いて、転写誘導活性に対する阻害効果を確認した。IdWT4F-Luc
および ALK2(G356D)を Transfection した C2C12 細胞を Dorsomorphin で処理し、
Luciferase 活性を測定したところ、ALK2(G356D)の転写誘導活性は Dorsomorphin の濃
度依存的に抑制された。次に、骨芽細胞分化誘導活性に対する効果を確認したところ、
Luciferase assayの結果と同様、Dorsomorphinは ALK2(G356D)の骨芽細胞分化誘導活性
を濃度依存的に抑制した。以上の結果より、Dorsomorphinは ALK2(R206H)だけでなく、
ALK2(G356D)の活性も抑制することが明らかとなった。 
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＜考察＞  
第 2章で明らかになった結果をまとめる。 
 
1. ALK2(G356D)は ALK2(R206H)と同様に BMP リガンド非依存的に BMP シグナル
を活性化する構成的活性型の変異であることが明らかとなった。また、TGFβや
p38シグナル系に対する作用は認められなかった。 
2. ALK2(G356D)は Smad1/5 と協調的に骨芽細胞分化を誘導した。また、
ALK2(R206H)は BMPリガンドに対する感受性が高まることが判明した。 
3. ALK2(G356D)の活性は Smad7 もしくは I 型受容体阻害剤である Dorsomorphin に
より強力に抑制された。 
4. 上記で認められた ALK2(G356D)の BMPシグナル誘導活性は ALK(R206H)と比較
し、非常に弱いものであった。 
 
 FOPではこれまでに 10種類を超える ALK2の変異が報告されており、本章で着目し
た ALK2(G356D)変異もその一つである。これまで述べてきた通り、FOPの特徴的な症
状は出生時における母趾の変形と、異所性骨化の急激な進行である。しかし、
ALK2(G356D)を有する患者の症状は多くの FOP患者とは大きく異なっている。特に四
肢で見られる症状は重篤で、母趾の欠損が認められる。また、禿頭や感音難聴等も報
告されている 44。この G356D変異は ALK2のキナーゼ領域に位置しているが、R206H
はキナーゼ活性を調節する GS ドメインに位置している。このことから、G356D 変異
を有する患者での特徴的な症状は、変異の位置の違いによる生物学的特性の差に由来
することが想像された。本研究により、ALK2(G356D)はリガンド非存在化において、
Id1-promoter 活性を上昇させたこと、Smad1 のリン酸化を亢進させたことから、
ALK2(R206H)と同様、リガンド非依存的に BMP シグナルを活性化する構成的活性型
の変異であることを証明した。また、Smad1/5と共発現や、BMP4/7存在下で協調的に
ALP活性を上昇させたことから、 G356D変異も FOPでの異所性骨化に関与すること
が明らかとなった。一方、この活性は Smad6/7もしくは dorsomorphinにより抑制し得
ることが認められた。これらの結果は、① FOP の異所性骨化は、変異型の ALK2 と
Smad1/5 および BMP リガンドの関与により誘導される  ②  Smad6/7 および
dorsomorphin が異所性骨化抑制の治療標的になり得る という前章の結果を強く支持
するものである。 
 G356D変異は先にも述べたとおり、構成的活性型変異であったものの、その活性は
R206H変異と比較すると非常に弱いものであった。G356D変異患者の症状を考えると、
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他のシグナル系の関与も考えられるが、G356D変異は TGFβシグナルや、他の BMPシ
グナル伝達経路であるとされる ERK/p38 MAP kinase経路には機能しなかった。このこ
とから、変異の違いによる症状の差はキナーゼ活性の程度の差に因ることが考えられ
る。最近、生体内で様々な機能を有する低分子の非コード RNA である microRNA
（miRNA）生合成過程に Smad が関与することが報告された。このことから、FOP の
症状には miRNA が関与する可能性が示唆される。一方、G356D 変異患者の症状は胎
生期での異常に由来するものと、出生後の異常に由来するものに大別できる。出生後
に起こる比較的緩やかな異所性骨化は G356D 変異の弱い構成的活性に由来するもの
と推察される。しかし、G356D変異患者で見られる指の重篤な症状は胎生期のパター
ニング異常に由来するものと考えられる。これらの症状から見ても、BMPシグナルの
機能は胎生期と出生後では異なることが推察される。 
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Fig. 2-2 ALK2(G356D)はSmadのリン酸化レベルを上昇させる�
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第 3章  
Wntと BMPによる相乗的な骨芽細胞分化誘導作用の解析  
 
 
＜序論＞  
Wntシグナル伝達経路は、初期発生から形態形成の種々の段階において重要な役割を
担っているだけでなく、皮膚、血液、腸管、脳などの成人の組織においてもその恒常
性維持に不可欠とされる。Wntは 350~380個のアミノ酸からなる分泌性糖タンパクで
23~24個の Cys残基が分子内の共通した位置に保存されている 46-49。細胞外に分泌さ
れたWntは細胞表面上に存在する 7回膜貫通型受容体である frizzled (Frz)と 1回膜貫
通型の共役受容体である low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP)5/6に結合
する。Wntシグナル伝達経路にはβ-catenin/T-cell factor (TCF)を介して Wnt標的遺伝子
の発現を制御する Wnt/β-catenin経路（Canonical経路）、細胞骨格系の制御に関与す
る細胞内平面極性(planarcellpolarity: PCP) 経路が知られている 46。Wntリガンドのうち
少なくとも Wnt1、Wnt2、Wnt3、Wnt3a、Wnt8および Wnt8bがWnt/β-catenin経路を
活性化することが知られている。Wntシグナルと骨代謝の関わりは LRP5が、骨粗鬆
症を伴う偽神経膠腫症候群の原因遺伝子として同定されたことに端を発している 54。
また、骨形成過剰症のひとつである骨硬化症の遺伝子として発見された sclerostinの作
用機序もWntシグナルを介することが判明し、Wntは骨代謝において重要な調節因子
であると認識されている。これまでの報告により BMP-2が前骨芽細胞において核内の
β-catenin量を上昇させること、Wnt3aの発現を誘導することが明らかになっている 52。
さらに、Wnt3aが BMP-4の発現を誘導し、骨芽細胞分化を促進するという報告もある
74。一方、Kamiyaらは骨芽細胞において BMPの I型受容体の一つである BMPR-IAを
ノックアウトすると Canonical Wnt経路が活性化され、その結果骨量が増加することを
報告している 64。このようにWntと BMP互いのシグナル系のクロストークが強く示
唆されているが、その詳細については不明な点が多い。そこで本章では、細胞レベル
での両シグナルのクロストークのメカニズムを詳細に検討することを目的とし、1）
Wnt、BMPが骨芽細胞分化に及ぼす影響、2）Wntシグナルが BMPシグナルに及ぼす
影響、3）Wntシグナルに対する BMPの影響、4）Wntと BMPによる骨芽細胞分化誘
導に対する BMP、Wnt各阻害因子の影響、5）Wntと BMPによる骨芽細胞分化誘導に
対する GSK3βおよびβ-cateninの影響について検討を行った。
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＜方法＞  
 
plasmid、組み換えタンパク、阻害剤 
マウス BMP-4、Wnt1、Wnt3、Wnt5a、Wnt11、Dkk-1、GSK3βおよびβ-catenin遺伝子は
マウス組織より PCR を用いて増幅を行い、pcDEF3 にクローニングした。構成的活性
型β-cateninは 4箇所の GSK3βリン酸化部位を direct mutagenesis法によりアラニンに置
換し（S33A, S37A, T41A and S45A）作製した。全ての発現プラスミドはシークエンス
を確認後使用した。組み換え型ヒト BMP-4、BMP-6、Wnt3、Wnt5a および Noggin は
R&D より購入した。GSK3β特異的阻害剤である 6-bromoindirubin-3’-oxime (BIO)は
Calbiochemより購入した。 
 
細胞培養、Transfection 
マウス初代培養筋芽細胞はマウス下肢中の長指伸筋（Extensor Digitorum longus 
Muscles: EDM）より定法に従い調整した。マウス筋芽細胞由来 C2C12については第 1
章同様に培養を行った。全ての Transfectionには Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用
い、添付の Protocol通りの手順で行った。 
 
ALP assay 
96well plate に C2C12 細胞もしくはマウス初代培養筋芽細胞を捲き、各 plasmid を
transfectionする。翌日、各誘導因子を含む 2.5%FBS DMEMに培地を交換後、48時間
培養する。測定は第一章と同様に行った。Positive controlとして構成的活性型受容体と
して知られる ALK2(Q207D)を用いた。 
 
Immunoblotting 
第 1章同様に行った。 
 
Luciferase assay 
BMP の reporter として第 1 章同様、IdWT4F-luc を使用した。Wnt シグナルの reporter
には TCF/LEF1結合配列が 8回繰り返された Super 8xTOP Flashを用いた。96well plate
に C2C12細胞（1x104 cell/well）を捲き、各 plasmidの Transfectionを行った。Transfection
翌日に各因子を含む培地に交換し、24時間処理後、活性の測定を行った。全ての測定
は n=3で行い、内部コントロールには Renilla luciferaseを恒常的に発現する phRL-SV40
を用いた。 
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＜結果＞  
 
1. Canonical Wntリガンドは BMPと相乗的に骨芽細胞分化を誘導する  
 はじめに骨芽細胞分化に対する BMPとWntの効果を確認した。C2C12細胞に BMP-4
発現プラスミドと共に Wnt1、Wnt3a、Wnt5a、および Wnt11 発現プラスミドを
co-transfection し、3 日後に ALP 活性の測定を行った。その結果、Canonical リガンド
であるWnt1、Wnt3aは単独で骨芽細胞分化誘導作用を示しただけでなく、BMP-4存在
下で相乗的に C2C12細胞の骨芽細胞分化を誘導した（Fig. 3-1A）。一方、non-canonical
リガンドであるWnt5a、Wnt11ではこのような効果は見られなかった（Fig. 3-1A）。こ
のBMPとWntの相乗効果はBMP-4だけでなく、BMP-2/6/7でも観察された（Fig. 3-1B）。
また、Wnt3aは濃度依存的に ALP活性を上昇させるが（Fig. 3-2A）、逆に Wnt5aは濃
度依存的に ALP 活性を抑制した（Fig. 3-1B）。さらに誘導効果を検証するため、マウ
ス下肢長指伸筋より筋芽細胞を調整し、同様の実験を行った。その結果、初代培養筋
芽細胞においても C2C12 細胞と同様の BMP-4 と Wnt3a による相乗的骨芽細胞分化誘
導作用を確認した（Fig. 3-3）。以上のことから、結果から Canonical Wntリガンドが BMP
と相乗的に骨芽細胞分化を誘導することことが示された。 
 
2. Wntと BMPは骨芽細胞分化の初期分化を誘導する  
 骨形成過程において、骨芽細胞は未分化間葉系幹細胞から前骨芽細胞へと分化した
後、石灰化に必須の骨基質を分泌する成熟骨芽細胞へと最終分化する。この分化過程
において、それぞれの細胞は分化段階の指標となる特有のタンパク質を発現している。
その主なものとして、前骨芽細胞では type I collagen （Col 1）や ALP、osteonectin、
osteopontin、成熟骨芽細胞ではこれらに加えて、osteocalcinが発現する。 
Wnt と BMP による骨芽細胞分化誘導を詳細に検討するため、各リガンドで処理した
C2C12 細胞から RNA を抽出し、Realtime PCR で骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現
を検討した。その結果、BMP単独処理群と比較しWnt+BMP処理で骨芽細胞分化の初
期マーカーである Col 1および Osteonectin遺伝子の発現が有意に上昇していることが
観察された（Fig. 3-4A、B）。しかしながら、後期分化マーカーである Osteocalcin遺伝
子の発現に変化は認められなかった（Fig. 3-4C）。以上の結果からWntと BMPは骨芽
細胞分化の初期分化を誘導することが示唆された。 
 
3. Wntは BMPシグナル系を活性化しない  
 前項までに示された Wnt と BMP の相乗的骨芽細胞分化誘導の作用メカニズムを明
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らかにするため、Wntが BMPの細胞内シグナルを活性化するか検討した。まず、Smad
特異的 BMP reporterである IdWT4F-lucを用い、luciferase assayを行ったところ、Wnt3a
は BMP reporterの転写活性に影響を与えなかった（Fig. 3-5C）。また、Smadのリン酸
化レベルについて調べたところ、luc assay同様に影響は見られなかった（Fig. 3-5B）。
これらの結果はWntが BMPシグナルには影響を与えないことを示している。 
これまでに見られた BMP と Wnt の相乗効果は全てリガンドを介した作用である。そ
こで、次にリガンド非依存的に BMPシグナルを活性化し、Wntとの効果が観察される
か検討を行った。BMP の構成的活性型受容体として知られる ALK2(Q207D)および構
成的活性型変異体である Smad1(DVD)を過剰発現させることでBMPシグナルの活性化
を行い、Wnt3aで処理したところ、いずれにおいても ALPの相乗的誘導は見られなか
った（Fig. 3-6Aa and B）。また、Wnt+BMPの相乗効果は BMPの細胞外抑制因子であ
る Nogginでは抑制されるが、細胞内抑制因子である Smad7では抑制されなかった（Fig. 
3-7）。これらの結果から、Wnt+BMPの作用は BMPシグナルを介さずに発揮されるこ
とが明らかとなった。また、リガンド以外で BMPシグナルを活性化しても相乗効果が
見られなかったことから、Wntと BMPの骨芽細胞分化誘導作用は BMPリガンドが必
須の別のシグナル系で誘導されることが強く示唆された。 
 
4. Wntと BMPによる骨芽細胞分化誘導はβ -cateninを介さない  
 次に BMPの Wntシグナルに対する効果を検討した。Canonical Wnt reporterである
Super 8x TOP flashを用い、Luciferase assayを行ったところ BMPもWntシグナルを活
性化しなかった（Fig. 3-8）。前項同様、Wntの抑制因子の効果を確認したところ、細胞
外抑制因子である Dkk-1および細胞内抑制因子である GSK3βによりWnt+BMPの ALP
誘導効果は抑制された（Fig. 3-9、10）。しかしながら、構成的活性型β-cateninを用い、
BMP-4との相乗効果を検討したところ、両リガンド同時処理で見られる相乗効果は観
察されなかった（Fig. 3-10）。これらの結果から、Wnt+BMP の効果はβ-catenin を介し
ていないことが明らかとなった。この結果をさらに確認するため、GSK3β特異的阻害
剤である BIOを BMP-4と同時に作用させたところ、Wnt+BMP-4同様の ALP活性の上
昇が観察された（Fig. 3-11）。以上の結果により、Wnt と BMP による骨芽細胞分化誘
導作用にはβ-catenin は関与せず、GSK3βを介する未知のシグナル系により発揮される
ことが示唆された。 
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＜考察＞  
 
 第 3章で明らかになった結果をまとめる。 
 
1. Canonical Wntリガンドは BMPと相乗的に骨芽細胞分化の初期分化を誘導した。
一方、non-canonical Wntリガンドでは同様の作用は認められなかった。 
2. Wntと BMPは互いのシグナルを直接活性化しなかった。 
3. 両リガンドの相乗効果はそれぞれのシグナル系の細胞外抑制因子である Noggin、
Dkk-1およびWntの細胞内抑制分子であるGSK3βにより抑制された。しかし、BMP
シグナルの細胞内抑制分子である Smad7に抑制効果はみられなかった。 
4. β-cateninを過剰発現しても BMPとの相乗効果は観察されなかった。 
5. 特異的阻害剤を用い、GSK3βを抑制すると Wntリガンド処理と同様の BMPとの
相乗効果が認められた。 
 
 Wnt の共受容体である LRP5 が OPPG の責任遺伝子として同定されて以来、骨にお
けるWntの機能解明が行われてきた。一方、多くの論文における傍証から、BMPシグ
ナルとWntシグナルが互いにクロストークしていると考えられているが、そのメカニ
ズムについては証明がなされていない。本研究では、Canonical Wnt リガンドが BMP
と相乗的に骨芽細胞分化初期段階に作用し、骨芽細胞分化を上昇させることを明らか
にした。驚くべきことに、β-catenin もしくは構成的活性型β-catenin を細胞に過剰発現
させても、BMPとの相乗効果は認められなかった。しかし、GSK3βの活性を抑制する
と、BMPとの相乗効果が観察されたことから、β-cateninを介さない GSK3β依存性の新
たなシグナル系の存在が示唆された。Kugimiyaらは GSK3βヘテロ欠損マウスにおいて、
骨芽細胞分化のマスター転写因子である Rnux2の転写活性の上昇による骨形成の亢進
を報告した 75。この報告では GSK3βは Runxをリン酸化することで、DNAの結合と転
写活性を抑制することが示されている。また、Runx2は BMPと協調的に骨芽細胞分化
を亢進することが知られている。このことから、Runx2もしくは GSK3βの基質となる
新たな因子が BMPとWntのクロストークに関与している可能性が考えられる。 
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Figure 3-1. BMPとWntリガンドは相乗的に骨芽細胞分化を誘導する
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Figure 3-2. Wnt3aはBMPと共に濃度依存的に骨芽細胞分化を誘導する
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総合討論  
 
本論文の各章で明らかにしたことを以下にまとめる。 
 
第 1章 
目的：BMPシグナル異常による筋組織での異所性骨化発症メカニズムを解明する 
結果：国内の FOP患者の ALK2変異を調べたところ、全例で R206変異を同定した。
ALK2(R206H)を筋芽細胞由来 C2C12細胞に導入し、検討を行ったところ、
ALK2(R206H)は BMPリガンド非依存的に BMPシグナルを活性化し、骨芽細胞
分化を誘導した。また、筋損傷モデルを使って、筋再生部の組織を観察したとこ
ろ、Smad1/5の発現上昇が認められた。さらに、ALK2(R206)の構成的活性は Smad7
および BMP I型受容体特異的阻害剤である Dorsomorphinで抑制が可能であるこ
とを明らかにした。 
まとめ：国内の FOP患者も ALK2の変異を伴うことを明らかにした。ALK2(R206H)
は構成的活性型変異であり、BMPリガンド非存在化で Smad経路を介して BMP
シグナルを恒常的に活性化することを見出した。筋損傷部では一時的に Smad1/5
の発現が上昇すること、また、出血による BMP濃度が一時的に高まることが異
所性骨化発症のメカニズムであることを証明した。 
 
 
第 2章 
目的：ALK2(G356D)による BMPシグナル変化を解析する 
結果：ALK2(G356D)も BMPリガンド非存在化で BMPシグナルを活性化した。この活
性化は Smad7もしくは Dorspmorphinで抑制できること見出した。しかし、
ALK2(G356D)の活性は非常に弱いことが判明した。 
まとめ：ALK2(G356D)も ALK2(R206H)と同様の構成的活性型変異であることが判明し
た。しかし、その活性は非常に弱かったことから、ALK2(G356D)患者での穏や
か異所性骨化の進行は活性の違いによるものであることが示唆された。また、
BMP非常に弱いBMPシグナルの活性化が胚発生時の正常な形態形成に重要であ
ることが推測された。 
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第 3章 
目的：BMPとWntシグナルのクロストーク機構を解明する 
結果：BMPと古典的Wntリガンドは相乗的に骨芽細胞分化を誘導した。この相乗効果
は Nogginもしくは Dkk1で抑制されたが、Smad7では抑制されなかった。BMP
とWntは互いのシグナル経路を活性化しなかった。また、GSK3βを阻害するこ
とで BMPとの相乗効果は誘導されたが、β-cateninは関与しないことが明らかと
なった。 
まとめ：BMPとWntを同時に処理することで、骨芽細胞分化が相乗的に誘導されたこ
とから、BMPシグナルとWntシグナルのクロストークの存在が確認された。こ
の相乗的分化誘導効果はβ-cateninの過剰発現、もしくは構成的活性型β-catenin
では観察されず、 GSK3βの阻害でのみ認められた。従って、GSK3βの下流には
β-catenin -catenin以外の因子を介した新たなシグナル系の存在が示唆された。 
 
 
 骨は我々には必須の器官であり、常に代謝を行うことで生命の維持と骨の恒常性が
保たれている。骨が生命維持に必須である以上、その異常は疾患の原因となる。近年
の高齢化社会の進展により、骨粗鬆症をはじめとした骨関連疾患に罹患している患者
は急増している。骨関連疾患は症状の重篤度によるものの、介護が必要となる場合が
多く、医療費の増加と共に介護費用や介護者の負担の増大に直結する。特に骨粗鬆症
による骨折は患者が寝たきりになる場合が多く、結果として死亡率を上昇させること
知られている。骨関連疾患の治療や治療薬は数多く上市され、臨床の場で使用されて
いる。しかし、そのほとんどは骨吸収に着目したものが主であり、積極的に骨形成を
誘導する薬剤は数種類にとどまっている。本研究で着目した BMPも骨折や損傷等の骨
欠損の治療に利用されているが、非常に大量の BMPを必要とする場合が多く、生理的
骨形成促進剤として利用するには課題が多い。BMPの骨形成誘導作用を効率的に発揮
させ、治療薬や治療に応用するためにも BMPシグナルのより一層の解明が望まれてい
る。本研究では生体における BMPシグナルが果たす役割を解明するために FOPと
BMPシグナル、およびWntと BMPシグナルの関係に着目し、研究を行った（Fig. 12）。 
 
 
BMPシグナルと FOP 
 FOPは筋組織内に骨化が生じるという特徴により、同様の作用を有する BMPとの
関連が推測されていた。Shoreらによって ALK2が責任遺伝子として同定されるに至り、
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この仮説が証明され、FOPと BMPシグナルが更に注目された。ALK2においては従来
から、ALK2(Q207D)変異が構成的活性型変異体として実験的に用いられていた。FOP
患者で見出された ALK2(R206H)変異は、ALK2(Q207D)と隣接しているため、同様の構
成的活性を持つ変異であることが予想されたが、実験的な証明なされていなかった。
本研究において、ALK2(R206H)が構成的活性型の変異であることが世界で初めて証明
した 73。この構成的活性出現の原因として、免疫抑制剤の 1つである Tacrolimus (FK506)
の細胞内結合タンパクである FKBP12の GSドメインへの結合の変化が提唱されてい
る。R206Hが位置する GSドメインには従来から、FKBP12が結合し、Smad7-Smurf1 
complexのアダプターとして機能することが報告されている 76。Bocciardiらは構造解
析により、R206H変異による立体構造が変化し、FKBP12の結合できなくなるため、
リガンド未結合時の抑制が機能しなくなることが構成的活性の原因であると提唱して
いる 77。しかし、我々の実験では R206H変異体を用いた FKBP12との免疫沈降実験に
おいてもその結合に変化は見られなかった（未発表データ）。このため、R206Hを原因
とする ALK2の構成的活性については今後更なる検討が必要である。 
 BMPは個体発生時や組織再生時での生理的条件下における骨形成を誘導する重要
な因子と考えられている。FOPでみられる異所性骨化は改めて BMPシグナルが骨代
謝において重要な役割を担う因子の一つであることを強く示している。今後は、生理
的条件下での BMPシグナルの骨代謝における影響についてさらなる解析が望まれる。 
 
 
FOPで同定された mutationと症状と症状の関連 
 先述の通り、FOPでの ALK2変異は 12種報告されている。各変異間では臨床症状に
大きな差が見られるが、この臨床症状の差の原因については明らかになっていない。
国内の患者で見出された ALK2(G356D)変異を有する FOP患者は ALK2(R206H)を有す
る患者と、臨床症状が大きく異なることが報告されている 44。骨化の進行は遅いもの
の、四肢で見られる症状は重篤で、母趾の欠損が認められる。また、禿頭や感音難聴
等も報告されている。本研究ではこの ALK2(G356D)変異に着目し、ALK2(R206H)変異
との活性の比較を行った。その結果 ALK2(G356D)変異は ALK2(R206H)変異と同様の
構成的活性型変異ではあるものの、活性が非常に弱いことを見出した 78。本研究とは
別に、種々の変異体を作成し、活性を比較したところ、全て構成的活性型変異である
ことは確認できたものの、骨化の速度と活性の関連や、四肢で見られる異常の重篤度
との相関は認められなかった（未発表データ）。また最近、母趾の変形が見られず、21
歳にバイク事故まで異所性骨化が見られなかった非常にマイルドな症状を有する FOP
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患者において新たな変異 ALK2(L196P)が見出された 40。骨化の進行がとりわけ遅いこ
とから、BMPシグナルの活性化能については非常に弱いと予想された。しかし、この
変異体の活性を調べたところ、BMPシグナルの活性化の程度については ALK2(R206H)
変異とほぼ同等であることが報告された 79。しかしながら、Smad6や FKBP12による
抑制効果が ALK2(L196P)変異体では弱いことが見出されている。このことから、
ALK2(L196P)の活性をマスクするような未同定因子の存在が提唱されている。 
 近年、BMPの細胞内シグナル伝達分子である Smadがタンパク質をコードしない小
分子 RNAである microRNA（miRNA）のプロセシングに関与していることが報告され
た 80。miRNAは 20~25塩基の一本鎖 RNAで、ウイルスから高等動物まで広く保存さ
れている。一般的によく知られた small interfering RNA（siRNA）がウイルスなどの外
来遺伝子に対する生体防御応答として機能するのに対し、miRNAはゲノム上にコード
されており、細胞増殖や分化、発生、形態形成といった生命現象に深く関わることが
知られている。miRNAはmRNAと同様に主として RNAポリメラーゼ IIの作用により、
ステムループ構造を持った数百~数千塩基の primary miRNA（pri-miRNA）として転写
される。pri-miRNAは RNAaseIII型酵素の 1つである Droshaと二本鎖 RNA結合タン
パク質を主な構成因子とした microprocessor複合体により切断され、ヘアピン構造を持
つ十数塩基の precursor RNA（pre-miRNA）となる。pre-miRNAは核外輸送タンパク質
である Exportin5により細胞質へと輸送され、RNAaseIII酵素である Dicerによるプロ
セシングを受け、3’末端に 2塩基の突出を持つ二本鎖 miRNAと変換される。二本鎖
miRNAは Argonauteを主体とする RNA-induced silencing complex （RISC complex）に
取り込まれた後、一方の miRNA鎖のみが選択的に残され、機能的 RISC complexとな
りタンパク質翻訳抑制機能を発揮する 81。Smadは Droshaと共に microprosessor複合体
を構成する因子の一つである RNAヘリカーゼ p68に結合し、BMP依存的に miRNAプ
ロセシングを増強することが明らかにされた。このことから、変異による BMPシグナ
ル活性化の程度の差が、miRNAの発現に影響を及ぼし、症状発現の差につながってい
る可能性が考えられる。一方、ALK2の遺伝子発現について promotorおよび 3’-UTR
を用いた解析が行われているが、表現型の差を説明するに至っていない 82,83。 
 FOP患者で見られる四肢の異常は出生時より認められるため、胎児期の BMPシグ
ナル異常が原因と考えられる。しかし、in vitroでの実験では発生段階における解析は
極めて困難である。そこで、Chakkalakalらは ALK2(R206H) knock-inマウスを作成した
84。このマウスでは母趾の異常や、ヘビ毒を用いた筋損傷誘導時の異所性骨化等、FOP
患者と同様の表現型が観察されている。しかしながら、ALK2(R206H) knock-inヘテロ
マウスが胎生致死であるため、解析は全てキメラマウスを用いて行われている。この
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ため、正常細胞と knock-in細胞が混在していることから、真の FOP症状を模倣してい
るモデルマウスとは言い難い。今後は致死性の回避と、他の変異を有するマウスとの
表現型の比較により、変異と表現型の関係についての解析が望まれる。 
 
 
FOPの治療 
 現在までに FOP の根治的治療薬や治療法は確立されていない。対処療法として、
flare-upに対するステロイドや抗炎症薬、異所性骨化に対してのビスフォスフォネート
製剤等、様々な薬剤や療法が試されているが、有効性が確立されているわけではない
45。本実験において BMPの I型受容体特異的阻害剤である Dorsomorphinや抑制型 Smad
である Smad7 により ALK2(R206H)の活性がほぼ完全に抑制されることを見出した。
Dorsomorphinは生体に対する毒性が高いため、構造を変えた誘導体（LDN-193189）が
開発された 68,85。この LDN-193189 は ALK2(Q207D)を発現するトランスジェニックマ
ウスで生じる異所性骨化を抑制することが確認されており、FOP の治療に用いる試み
が始まっている 67。また、LDN-193189 に似た化合物として、K02288 も報告されてい
る 86。レチノイン酸は Smad のタンパクレベルを低下させ、BMP シグナルを減弱化す
ることで BMPによる異所性骨化を抑制する。この作用はレチノイン酸受容体γ（retinoic 
acid receptor γ: RARγ）を介することが示されており、RARγのアゴニストは異所性骨化
を抑制することがわかっている 87。また、最近では BMPによる骨芽細胞分化誘導の阻
害活性を指標にカビから低分子化合物（NG-391、NG-393）が精製されている 88。さら
に、RNAi を利用し、変異 ALK2 の発現自体を抑制しようとする試みも行われている
89,90。一方、再生不良性貧血治療のため骨髄移植を受けた FOP 患者において、免疫抑
制剤を使用した期間中、異所性骨化が抑制されたという症例が報告されている 37。投
与中止により、再び骨化が生じたことから、免疫抑制剤が骨化を抑えていた可能性が
考えられる。この抑制メカニズムを解明することができれば、免疫抑制剤が治療薬の
一つになり得る可能性がある。 
 FOP 研究の大きな課題の一つとして、筋組織内に存在する骨前駆細胞の同定が上げ
られる。筋肉においてはその前駆細胞として satellite細胞が同定されている 91。Onoら
は satellite 細胞において BMP シグナルが機能していること、すなわち BMP シグナル
の抑制により筋分化が亢進し、BMPシグナルの活性化により抑制されることを報告し
ている 92。これは satellite 細胞が骨前駆細胞になり得る可能性を示唆している。一方、
LounevやWosczynaらは血管内皮マーカーであるTie2+の細胞が異所性骨化の前駆細胞
になりうることを報告している 93,94。また、Uezumi らは骨格筋内に存在する脂肪分化
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能の高い PDGFRα陽性の新しい間葉系幹細胞を見出し、この細胞が BMP に応答して
骨芽細胞へと分化する能力があることを報告している 95。同定された細胞は骨格筋や
脂肪細胞、心臓などの間質に存在することから、この細胞が骨前駆細胞である可能性
も示唆されている。このように骨前駆細胞に関する研究は完結しているとは言えず、
さらなる解析が求められている。この異所性骨化の真の骨前駆細胞を同定することが
出来れば、その細胞を標的とした新たな治療法や治療薬の開発が期待される。 
 
 
Wntと BMPのクロストーク 
 OPPG の原因遺伝子として LRP5 が同定され、骨代謝における Wnt シグナルの重要
性が注目されている。Wnt1や Wnt4、5、Wnt7a、bおよび Wnt14は，骨芽細胞に発現
している 96。Dkk1や LRP5の dominant negative変異体の過剰発現によりWnt3aによる
骨芽細胞分化が抑制されることから、Wntの Canonical経路が骨芽細胞分化に関与して
いることが示されてきた 96。我々の結果からもWntが Canonical経路を介して骨芽細胞
分化を誘導することが示された。骨芽細胞分化マーカーの発現解析により、初期分化
マーカーである ALPや Col. 1、Osteonectinの発現上昇は認められたものの、後期分化
マーカーである Osteocalcinの発現上昇が観察されなかったことから、Wntは骨芽細胞
分化の初期に機能していることが考えられる。Nakashimaらは BMP-2がWnt Canonical
経路を活性化することを報告しているが、我々の結果からは BMPによる直接的なWnt
シグナルの活性化は観察されなかった。さらに、Wntによる BMPシグナルの活性化も
認められなかった。また、驚くべきことに BMP と Wnt との相乗的な骨芽細胞分化誘
導は GSK3βを介するものの、β-cateninは関与しないことが明らかとなった。これによ
り GSK3βを介した新たなシグナル伝達系の存在が示唆された。Kugimiya らは GSK3β 
ヘテロ欠損マウスの骨量増加には Runx2 の機能亢進が関与することを報告した 75。報
告では、GSK3βが Runx2の S369、S373および S377をリン酸化することで Runx2の転
写活性を抑制することが示されている。また、GSK3βは Hedgehog（Hh）シグナルにも
関与していることが知られている 97。Hh シグナルは膜受容体である Patched（Ptc）と
シグナル伝達分子である Smoothened（Smo）により制御されている。リガンドである
Hhが無い状態では Ptcが Smoを抑制しているが、この状態では Hhシグナルの転写因
子である Gliが GSK3βによりリン酸化を受け、抑制型に変化している。一方、リガン
ド存在下では Gliは GSK3βによるリン酸化を受けず、本来の転写活性を発揮し、様々
な機能を発現する。Hhシグナルは四肢形成に重要な役割を果たす他 98、造血幹細胞 99
や神経幹細胞 100の増殖を促進することが知られている。哺乳類において、Hh ファミ
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リーは Indian Hh（Ihh）、Sonic Hh（Shh）、Desert Hh（Dhh）の 3種が存在しているが、
中でも Ihh が強い骨芽細胞分化誘導能を有することが知られている 101。最近では交感
神経系 102や感覚神経系 103が骨代謝において重要な機能を担っていることが知られて
いる。GSK3βは神経軸索誘導因子として知られる CRMP-2（collapsin response mediating 
protein-2）をリン酸化することで、CRMP-2の機能を抑制し、神経軸索形成を低下させ
ることが報告されている 104。これらのことから、Wnt と BMP はこれらのシグナル系
を介して、骨芽細胞分化を制御している可能性が考えられる。現在、Wnt 抑制因子で
ある Sclerostinや Dkk1、sFRPの抗体が骨粗鬆症の治療薬として注目されている。Wnt
シグナルを標的とした治療を理解する上でも、Wntや BMPの新たなシグナル系の解明
は非常に重要であると思われる。 
 
 
おわりに 
 近年の高齢化社会の急速進展により、骨代謝研究の重要性が高まっている。これま
で骨代謝はホルモンやサイトカイン類により制御を受けると考えられ、これらの因子
を中心に研究が進んできた。しかし、最近では神経系が骨代謝を制御していることが
証明され、さらに新しい骨代謝制御研究が広がりつつある。また、生体の代謝シグナ
ルの恒常性維持における液性因子や神経ネットワークを介する臓器間相互作用（臓器
間ネットワーク）の重要性が注目され、この破綻が様々な疾患の発症・進展に関与す
ることが明らかになりつつある。この臓器間ネットワークにおいても骨は様々な代謝
系を制御する重要な臓器の一つとして考えられている。したがって骨の恒常性を正常
に維持するということは、骨だけでなく全身の恒常性を正常に維持することにつなが
ると考えられる。このような観点からも、骨代謝研究は極めて重要な分野であり、今
後さらなる進展が期待される。 
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Abstract 
 
Regulation of Osteoblast Differentiation by bone morphogenetic protein 
 
Toru Fukuda 
 
 
 There is repeated formation and destruction of bone throughout the course of a person’s 
lifetime in order to maintain the homeostasis of the serum calcium level and the strength of the 
skeleton, as the organ of support and motion. Osteoblasts are responsible for bone formation, 
while osteoclasts are responsible for bone resorption and the fine control of the balance 
between formation and resorption allows the homeostasis of bone tissue to be maintained. 
Damage to bones and joints may occur and several diseases may be caused by a disruption of 
this equilibrium. Among these, there has been a dramatic increase in the number of 
osteoporosis patients in Japan associated with the rapid acceleration of societal ageing of 
society in recent years, especially in women aged 75 years and above, of whom 1 out of every 
2 is said to have osteoporosis. Additionally, advanced osteoporosis results in patients being 
bedridden due to fractures, decreases patient quality of life (QOL) is decreased, and increases 
the mortality rate. For these reasons, the mechanisms of bone turnover have been studied from 
various perspectives. An understanding of this mechanism is imperative for the development of 
effective drugs and treatment methods to treat bone diseases. However, most of the drugs to 
date are drugs that target bone resorption, and there are extremely few drugs that induce 
osteogenesis. There have been continued advances in the identification and analysis of factors 
related to the proliferation and differentiation of osteoblasts that are responsible for 
osteogenesis to date, but there are still several unclear points with regard to the mechanism of 
action and the molecular mechanisms. In this study, we focused on bone morphogenetic 
protein (BMP), which possesses the ability to induce osteoblastic differentiation. The 
following were the 3 main topics of our study, which we analyzed using molecular-biological 
techniques: 1) Analysis of the mechanism of onset of heterotopic ossification, a cause of BMP 
signaling abnormalities, 2) Functional analysis of a newly identified ALK2(G356D) mutation 
in patients with fibrodysplasia ossificans progressiva, and 3) Analysis of the synergistic effects 
of BMP and Wnt in inducing osteoblast differentiation.  
 
 ̶ 102 ̶ 
1) Analysis of the mechanism of onset of heterotopic ossification, a cause of BMP signaling 
abnormalities 
 Osteoblasts are the cells responsible for bone formation. These cells are differentiated from 
undifferentiated mesenchymal stem cells, which are the common precursor cells of 
chondrocytes, myoblasts, and adipocytes. Factors that suppress the proliferation and 
differentiation, and act directly on osteoblasts are cytokines like BMP and fibroblast growth 
factor (FGF), and parathyroid hormone (PTH). BMP belongs to the transforming growth factor 
b (TGF-b) family. Bone matrix contains BMP and aside from promoting the differentiation of 
osteoblasts and chondrocytes from undifferentiated mesenchymal stem cells, it also potently 
induces the differentiation of osteoblasts from myoblasts and adipocytes. From analysis of 
BMP and factors related to BMP signaling in transgenic and knock-out animals, it has become 
clear that BMP is important for embryogenesis and osteogenesis. BMP signaling is transmitted 
into the cell via Type I and Type II transmembrane receptors. Type II receptor kinase, which is 
bound to BMP, phosphorylates the GS domain in Type I receptors. The Type I receptor is 
activated through phosphorylation and in turn phosphorylates other intracellular signal 
transduction factors, namely Smad1, Smad5 and Smad8. The phosphorylated Smads is 
translocated into the nucleus and causes induced or suppressed of the target genes, leading to 
manifestation of these effects. Additionally, this BMP signaling is called inhibitory-Smad, and 
is known to be inhibited by Smad6 and Smad7. There are indications that BMP is related to the 
symptoms of fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP), where there is progressive and 
generalized heterotopic ossification of the skeletal muscle. A histidine mutation was 
discovered in arginine at position 206 in activin receptor-like kinase 2 (ALK2) 
(ALK2[R206H]), one of the BMP I receptors, in foreign FOP patients in 2006. However, it 
was no clear whether there were functional changes of ALK2 and abnormalities of BMP 
signaling due to the R206H mutation. For this reason, we conducted studies to identify the 
ALK2 mutation in domestic patients and analyze abnormalities in BMP signaling caused by 
ALK2 (R206H), as well as the mechanism of onset of heterotopic ossification. In Japan, the 
results of genetic analysis of 10 patients with isolated FOP and their relatives revealed that a 
heterozygous c.617G→A mutation that caused R206H mutation was present in all patients. 
When ALK2(R206H) is over expressed in myoblast-derived C2C12 cells, Smad1/5 
phosphorylation and nuclear accumulation is observed independently of binding to BMP. 
Additionally, when investigating the transcription activity of Smad using the IdWT4F-luc 
reporter that contains the BMP responsive element, in the absence of BMP, the transcription 
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activity of Smad was increased in cells that overexpressed ALK2(R206H). Furthermore, in 
C2C12 cells where ALK2(R206H) was induced, muscle differentiation was suppressed and the 
activity of osteoblast differentiation markers like alkaline phosphatase (ALP) was 
simultaneously induced. This induction ability was additively increased by BMP4 treatment 
and synergistically increaced by BMP7 treatment. The ALP activity due to the ALK2(R206H) 
mutation is suppressed by Smad7, but is barely suppressed by Smad6. The heterotopic 
ossification observed in FOP is known to be induced potently by muscle injury. When muscle 
injury regions in in vivo muscle regeneration models formed by using Trimeresurus 
flabobiridis (habu) snake venom were investigated, the expression of Smad1 and Smad5 were 
observed to be increased. In addition, the activity of ALK2(R206H) is suppressed by 
dorsomorphin, a specific inhibitor of BMP Type I receptors. From these results, (1) Japanese 
FOP patient’s also possess the R206H variant, (2) ALK2(R206H) activates intracellular 
signaling as a constitutively activated receptor, independently of binding with BMP, and (3) 
Heterotopic ossification in FOP is associated with muscle injury, as well as the increased 
Smad1/5 levels and the temporary increase in the BMP ligand concentration due to 
hemorrhage in injured area. This is presumed to result in ALK2(R206H) being synergistically 
activated and heterotopic ossification being induced. 
 
2) Functional analysis of a newly identified ALK2(G356D) mutation in patients with 
fibrodysplasia ossificans progressiva  
 The ALK(R206H) mutation identified in FOP patients was confirmed in all cases of familial 
and spontaneous cases of the condition occurring domestically and internationally. 
Characteristics of the condition include heterotopic ossification of the muscle tissues and the 
appearance of a congenital hallux valgus variant. There are, however, atypical FOP patients in 
whom the thumbs form symmetrically bilaterally and the toes are deficit, while the progression 
of heterotopic ossification is slow, and the respiratory abnormalities associated with the 
progression of ossification are also mild. These features differ from typical symptoms of FOP. 
There are also other symptoms like calvities and hearing impairment that are not observed with 
the R206H mutation. When the ALK2 mutation was investigated in these patients, it was 
detected that the glycine at 356 was replaced with aspartic acid (G356D). This G356D 
mutation located in a serine/threonine kinase domain, result in some effect on the activity of 
ALK2 kinase. Over and above explaining the changes in FOP symptoms due to differences in 
the mutation, it is considered very important to elucidate the functional changes of ALK2 due 
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to G356D. For this reason, in addition to performing an analysis of the changes in BMP 
signaling due to the G356D mutation, we also investigated differences in activation between 
this type and those with the R206H mutation. First, we investigated transcription activity 
dependent on Smads using IdWT4F-luc. Results showed that although ALK2(G356D) was 
weaker than ALK2 (R206H) in cells that overexpressed ALK2(G356D), an increase in 
Smad-dependent BMP signaling was observed. Next, when investigating Smad 
phosphorylation, an increase in Smad 1/5 phosphorylation was observed due to overexpression 
of ALK2(G356D). Meanwhile, ALK2(G356D) showed no influence on the p38 pathways, 
another signaling pathway that does not require BMP, or signaling of any other pathways in 
the TGFb family. When investigating the effects of ALK2(G356D) on muscle and osteoblast 
differentiation, the effects were weaker than with ALK2(R206H), but it became clear that 
muscle differentiation was inhibited and osteoblast differentiation was induced. Additionally, 
the function of ALK2(G356D) in the presence of BMP was observed to be synergistically 
activated. Furthermore, when investigating the results of dorsomorphin on ALK2(G356D), 
there was concentration-dependent suppression of osteoblast differentiation and Smad 
transcription activity observed in ALK2(G356D) overexpression. Based on the results above, 
ALK2(G356D) and ALK2(R206H) were both elucidated to be constitutively active mutations. 
Additionally, the induction of BMP signaling by ALK2 (G356D) was observed to be weak 
when compared to ALK2 (R206H), but it was suggested that this in activation influenced 
differences in FOP symptoms. 
 
3) Analysis of the synergistic effects of BMP and Wnt in inducing osteoblast differentiation 
Wnt is family of secretory glycoproteins with molecular weights of approximately 40 kDa, and 
are a signal transduction factor that have been conserved in cell lines from nematodes and mice, 
right up to humans. Wnt regulates the proliferation, differentiation and mobility of cells during 
early development, morphogenesis and after birth. The Wnt gene family comprises 19members 
in the genomes of human and mice. Wnt receptors include the 7 transmembrane receptor, 
Frizzled (Frz) (Frz1~10 of 10types), as well as transmembrane co-receptor low density 
lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5), LRP6, receptor tyrosine kinase-like orphan 
receptor 1 (Ror1), Ror2, and receptor-like tyrosine kinase (Ryk). The Wnt signal transduction 
pathways include the canonical pathway that controls gene expression through b-catenin 
(Wnt/b-catenin pathway), and the non-canonical pathways (Wnt/PCP pathway, Wnt/Ca2+ 
pathway), which are independent of the b-catenin pathway. Ligand members like Wnt3a are 
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bound to LRP5/6, a Frz coupled receptor, and activate the canonical pathway. Usually, the 
amount of cytoplasmic b-catenin is suppressed to a low level due to the induced 
ubiquitin-proteasome dependent proteolysis of GSK3β (glycogen synthase kinase 3β) by 
means of phosphorylation. When Wnt is bound to the Frz/LRP complex, GSK activity is 
suppressed and the degradation of b-catenin is suppressed. In this result, stabilized b-catenin is 
translocated into the nucleus, and when it binds transcription factor T-cell factor (TCF), it 
regulates the transcription of the target gene. LRP5 was identified as a responsible gene of 
osteoporosis-pseudoglioma syndrome (OPPG) in 2001. This indicated that Wnt is important 
for bone metabolism. Additionally, based on studies conducted thereafter, a functionally 
acquired mutation of LRP5 observed in patients with high bone mass was also reported, and 
currently, Wnt signaling is confirmed to be an important factor in the determination of bone 
mass throughout the body. There are indications that there are interactions between BMP 
signaling and Wnt signaling at various locations, but several details remain to be clarified in 
this regard. For this reason, we attempted to elucidate the interactions between BMP and Wnt 
during bone metabolism. After processing myoblast-derived C2C12 cells with Wnt3a, which 
activates the canonical pathway of BMP4 or BMP6 and Wnt, the ALP activity was 
synergistically increased. However, Wnt3a showed no results for ALP activity induced by 
constitutively active BMP receptors, and Wnt5a, which does not activate the canonical 
pathway, does not induce the BMP signal. This synergistic effect between BMP and Wnt is 
suppressed by Noggin, a BMP antagonist and Dkk1 and Sclerostin, which are Wnt inhibiting 
factors. However, Wnt3a does not affect the phosphorylation of Smad1/5/8, which induces 
BMP-4, and BMP reporter activity is also not affected. Conversely, when the effects of BMP 
on Wnt signaling are investigated using a Wnt reporter, BMP-4 and Wnt signaling are not 
affected. Even when there is overexpression of constitutively activated b-catenin in C2C12 
cells, there is no synergistic effect observed with BMP4, but synergistic effects are shown 
towards BMP4 when using GSK3β inhibitors which promote the degradation of b-catenin. 
Based on the results above, it has been elucidated that BMP and Wnt participate in the 
induction of osteoblast differentiation synergistically. However, neither BMP nor Wnt directly 
activates intracellular signaling, and the activation of GSK3β in the canonical Wnt signaling 
pathway is important for the synergistic effects. Accordingly, canonical Wnt is dependent on 
GSK3β, while also being independent of b-catenin downstream, and it is suggested that it may 
induce osteoblast differentiation synergistically with BMP by means of a novel mechanism. 
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Conclusion 
 Bone is an extremely dynamic structure and homeostasis is maintained through repeated, 
constant formation and destructions. Accordingly, the maintenance of the balance of this bone 
metabolism is the most important factor in maintaining normal bone tissue homeostasis that 
extends throughout life. In this study, we focused on the regulation of osteoblast differentiation, 
as osteoblasts are responsible for osteogenesis, and analyzed the action of BMP, a powerful 
osteoblast induction factor. From this experiment, the following were elucidated 1) FOP, in 
which patients develop heterotopic ossification, is caused by the excessive activation of BMP 
signaling, 2) From the analysis of patients with FOP caused by mutations, the degree of BMP 
signaling activation is extremely important not only osteogenesis, but also for the formation of 
the digits of the hands and feet in the embryological stage. Additionally, 3) the molecular 
mechanism of the interaction between Wnt and BMP is not simple cross-talk between various 
intracellular signal transduction pathways, as previously thought, but is rather believed to be a 
novel mechanism mediated by GSK3β. 
Based on this study, we were able to understand one terminal aspect of the mechanism of 
osteoblast differentiation regulation by BMP. Furthermore, an analysis of the molecular 
mechanism of the control of osteogenesis is expected to be useful in elucidating the 
mechanism of onset, treatment methods and drug development required to treat bone diseases 
like osteoporosis. 
 
